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Interakce Borrelia sp. s buňkami HL-60 a monocyty a kultivace 
Anaplasma phagocytophilum v tkáňové kultuře buněk HL-60
Abstrakt
Borrelia burgdorferi sensu lato a  Anaplasma phagocytophilum jsou 
mikroorganismy způsobující onemocnění lymeskou borreliózu a lidskou 
granulomatózní anaplasmózu. Jejich společným vektorem v Evropě jsou klíšťata rodu 
Ixodes. V naší práci jsme se zaměřili na interakce buněk nespecifické imunitní odpovědi 
s původci lymeské borreliózy, které jsou svou funkcí v časné fázi onemocnění 
nezastupitelné. Anaplasma phagocytophilum je obtížně kultivovatelný 
mikroorganizmus, který je možno kultivovat pouze na buněčných kulturách. Úspěšná 
kultivace Anaplasma phagocytophilum z pacientů z naší geografické oblasti je klíčová 
pro další experimenty a také důležitá z diagnostického hlediska. V našich 
experimentech jsme používali ověřené tkáňové kultury buněk HL-60, psích monocytů 
DH82 a myších monocytů P388D1. Při studiu interakcí původců lymeské borreliózy s 
buňkami jsme používali dva kmeny odlišných druhů Borrelia. Borrelia garinii M192 a 
Borrelia burgdorferi sensu stricto B31. Tyto dva kmeny se liší virulencí. Kmen M192 je 
virulentní, kdežto kmen B31 již pasážováním svou virulenci ztratil. Zaměřili jsme se na 
studium morfologických změn pomocí světelné mikroskopie (pozorování barevných 
fixovaných preparátů a pozorování v temném poli), případně transmisní elektronové 
mikroskopie. Během našich experimentů jsme došli k závěru, že buňky HL-60 nejsou 
vhodné k účinné eradikaci Borrelia a k jejich intracelulárnímu přežívání. Na základě 
pozorování v temném poli jsme usoudili, že nevirulentní kmen více aktivuje buňky než 
virulentní. Ze snímků z elektronové mikroskopie jsme vypozorovali, že Borrelia zřejmě 
proniká do cytoplazmy buňky endocytózou po enzymatickém narušení cytoplazmatické 
membrány, a že jsou Borrelia schopny použít výběžky buněk a buněčné zbytky jako 
vnější obal připomnající ''komůrku''. Je možné, že je Borrelia schopná v buňkách HL-60 
i v monocytech indukovat apoptózu a způsobovat shlukování monocytů s následnou 
tvorbou syncytií. K ověření možnosti izolace Anaplasma phagocytophilum  kultivací v 
buněčné kultuře HL-60 jsme použili plazmu psa s již potvrzenou lidskou 
granulomatózní anaplasmózou. Tato kultivace byla úspěšná, již čtvrtý den kultivace 
byly pozorovatelné moruly v cytoplazmě buněk. 
Klíčová slova: Borrelia sp., Anaplasma phagocytophilum, fagocytóza, shlukování, 
syncytium, perzistence, kultivace, morula 
Interaction of Borrelia sp. with HL-60 cells and monocytes and 
cultivation of  Anaplasma phagocytophilum in HL-60 cell culture.
Abstract
Borrelia burgdorferi sensu lato and  Anaplasma phagocytophilum are causative 
agents of Lyme disease and human granulocytic anaplasmosis. Their common vector in 
Europe are the ticks from the genus Ixodes. In our work, we focused on interaction of 
innate immune cells with the causative agent of Lyme diseases, that are insubstitutable 
in their function in the early phase of the disease. Anaplasma phagocytophilum is hard 
to cultivate, the only possibility is to cultivate it in cell cultures. Successful cultivation 
of  Anaplasma phagocytophilum acquired from patients in our geographic area is crucial 
for following experiments and for diagnostics too. In our experiments, we used 
validated cell cultures of HL-60 cells, canine monocytes DH82 and murine monocytes 
P388D1. During our studies of interaction of the causative agent of Lyme diseases with 
cells, we used two strains of different species Borrelia. Borrelia garinii M192 and 
Borrelia burgdorferi sensu stricto B31. These strains vary in virulence. The strain M192 
is virulent, but the strain B31 lost its virulence by passages. We specialised in study of 
morphological changes using light microscopy (observation of dyed and fixed 
preparates and observation in dark field), eventually by transmision electron 
microscopy. During our experiments, we concluded that HL-60 cells are not suitable for 
effective eradication and intracelular survival of Borrelia. On the basis of dark field 
observation, we came to a conclusion, that the non-virulent strain activates cells more 
than virulent one. Using transmission electron microscopy we found that Borrelia 
obviously gets trough cell membrane into cytoplasm via endocytosis after enzymatic 
disrupting of plasma membrane and it is able to use cellular tips and remains as an 
envelop, which reminds a ''chamber''. It is possible, that Borrelia is able to induce 
apoptosis in both types of cells and cause clustering of monocytes with consequential 
formation of syncytia. We used canine plasma with confirmed presence of the agent of 
HGA for checking up the possibility of isolation of Anaplasma phagocytophilum by 
cultivation in the cell culture of HL-60 cells. This cultivation was successful, we 
observed morulae in the cytoplasm of HL-60 cells the fourth day after inoculation. 
Keywords: Borrelia sp., Anaplasma phagocytophilum, phagocytosis, clustering, 
syncytium, persistence, cultivation, morula 
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Seznam zkratek
ACA   (acrodermatis chronica athrophicans)   chronická kožní atrofie
ADCC   (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)   buněčná cytotoxicita závislá 
    na protilátkách
Bbss   Borrelia burgdorferi sensu stricto
Bg   Borrelia garinii
bp   (base pair)   pár báze
BSK II   Barbour-Stoner-Kelly II médium
C3a, C5a   (complement 3a, 5a)   C3a, C5a fragment komplementu    
CD   (cluster of differentiation) povrchový diferenciační znak buněk
CR   (complement receptor) komplementový receptor
DC   (dense-cored cell) typ buňky ve vývojovém cyklu Anaplasma phagocytophilum
DDSA   (dodecenyl succinic anhydride)
DMEM   (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium)
DMP   (2,4,6-tris(dimethylaminomethyl)phenol)
DMSO   dimethylsulfoxid 
DNA   (deoxyribonucleic acid)   deoxyribonukleová kyselina
EEA1   (early endosome antigen 1) antigen typický pro časný endozóm
ELISA   (enzyme-linked immunosorbent assay) imunoenzymatická metoda
EM   erythema migrans
FBS   (fetal bovine serum) fetální bovinní sérum
FcR   Fc receptor
GM-CSF   (garanulocyte-monocyte colony-stimulating factor) faktor stimulující 
kolonie granulocytů a monocytů   
ICAM-1 ( intracellular adhesion molecule-1) mezibuněčná adhezivní molekula
IFA   (imunofluorescence assay) nepřímý imunofluorescenční test
IFN   interferon
Ig   imunoglobulin
IL   interleukin
LAMP-1   (lysosome associated membrane protein 1) membránová protein asociovaný 
s lyzozómem
LB   Lymeská borrelióza
LDL   (low-density lipoproteins) lipoproteiny o nízké hustotě
LFA-1   (lymphocyte function-associated antigen 1) adhezivní molekula leukocytů
LPS   lipopolysacharid
MBL   (mannose-binding lectin)   lektin vázající manosu
M-CSF   (monocyte colony-stimulating factor)   faktor stimulující kolonie monocytů   
MHC   (major histocompatibility complex)   hlavní histokompatibilitní komplex
MMP   (matrix metaloproteinase)   matrixová metaloproteináza
MNA   (methylnadic anhydride)
mRNA   (messenger ribonucleic acid)   informační ribonukleová kyselina
Msp2   (major surface protein 2)   hlavní povrchový protein Anaplasma 
phagocytophilum
NADPH   redukovaný nikotiamidadenindinukleotid fosfát
NK-buňka   (natural killer)   přirozeně zabíječská buňka 
NRL LB   Národní referenční laboratoř pro lymeskou borreliózu
Osp   (outer surface protein)   zevní povrchový protein
PCR   (polymerase chain reaction) polymerázová řetězová reakce
PSGL-1   (P-selectin glycoprotein ligand-1)   receptor pro vstup Anaplasma 
phagocytophilum do buňky 
RC   (reticulate cell)   typ buňky ve vývojovém cyklu Anaplasma phagocytophilum
RT-PCR   (real time-polymerase chain reaction)   polymerázová řetězová reakce v 
reálném čase
TEM   (transmission electron microscopy)   transmisní elektronová mikroskopie
TLR   (Toll-like receptors)   receptory skupiny Toll
VCAM-1   (vascular cell adhesion molecule-1)   cévní adhezivní molekula
WB   (Western blot)  
TNF   (tumor necrosis factor)   faktor nekrotizující nádory
SZÚ   Státní zdravotní ústav
1. Úvod
V naší práci jsme se zaměřili na patogenní mikroorganismy způsobující 
onemocnění přenášená klíšťaty rodu Ixodes, tedy původce lymeské borreliózy (Borrelia 
burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii) a původce granulomatózní anaplasmózy 
(Anaplasma phagocytophilum). Oba tyto mikroorganizmy mají odlišné fyziologické 
vlastnosti, patogenezi a v obou případech nejsou ještě zcela dobře prozkoumány 
interakce mezi nimi, hostitelem a buňkami imunitního systému.
V našich experimentech jsme se soustředili na studium interakcí buněk 
nespecifické imunitní odpovědi s původci LB, které jsou svou funkcí v časné fázi 
onemocnění nezastupitelné. Zabývali jsme se studiem morfologických změn během 
těchto interakcí pomocí mikroskopických technik, protože z hlediska struktury  je tato 
problematika málo prostudována.
Prvním cílem naší práce bylo prokázat interakce původců LB s ověřenými 
tkáňovými kulturami buněk HL-60 a monocytů (P388D1, DH82) in vitro a tyto 
interakce porovnat.
Anaplasma phagocytophilum je zcela vyjímečný mikroorganismus, který lze 
velmi obtížně izolovat, kultivovat, počítat a vizualizovat. Je to významný patogen 
zvířat, ale také člověka. V současné době je možno tohoto obligátně intracelulárního 
parazita kultivovat pouze na buněčných kulturách. Vyvíjejí se různé postupy k jeho 
kultivaci pro následné použití v experimentech zkoumající interakce tohoto patogena s 
hostitelskou buňkou. První úspěšná kultivace byla poprvé popsána v roce 1996 v USA 
(Goodman et al. 1996). V České republice se kultivacemi Anaplasma mimo jiné zabývá 
Národní referenční laboratoř pro lymeskou borreliózu (SZÚ) a jako první v České 
republice se zde povedlo tento mikroorganismus vykultivovat mé školitelce paní RNDr. 
Dagmar Hulínské, CSc. z koně (Hulínská et al. 2002), z krve dvou českých pacientů 
(Hulínská et al. 2009) a ze psa (osobní sdělení, Hulínská, nepublikováno).
Úspěšná kultivace A. phagocytophilum z českých pacientů je důležitá z 
diagnostického hlediska, protože bylo prokázáno, že A. phagocytophilum vykazuje 
antigenní diverzitu v různých geografických oblastech (Lin et al. 2002). Získání 
antigenu A. phagocytophilum pro naši geografickou oblast je klíčová pro úspěšný záchyt 
pacientů s lidskou granulomatózní anaplasmózou u nás. V některých případech může 
dojít ke koinfekci Anaplasma phagocytophilum s Borrelia a mohou se měnit klinické 
příznaky obou nemocí.
Druhým cílem naší práce bylo osvojit si pracovní postupy používané při detekci 
a izolaci  Anaplasma phagocytophilum z přírodního materiálu používané v NRL LB.
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2. Přehled literatury:
2.1 Borrelia sp. 
2.1.1  Taxonomické zařazení
Doména: Bacteria
Kmen: Spirochaetes
Třída: Spirochaetes
Řád: Spirochaetales
Čeleď: Spirochaetaceae
Rod: Borrelia
Skupina druhů: Borrelia burgdorferi sensu lato
Druhy: Borrelia burgdorferi sensu stricto
Borrelia afzelii
Borrelia garinii
Původci LB jsou rozděleny do tří geneticky definovaných druhů (tzv. 
genospecies). Nejvýznamější z hlediska patogenity, patřící do skupiny Borrelia 
burgdorferi sensu lato, jsou Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii, 
Borrelia afzelii (Baranton et. al 1992), které se liší svým výskytem a pravděpodobně 
mají afinitu k určitým orgánům. Borrelia burgdorferi sensu stricto způsobuje infekce 
především v USA a západní Evropě. Z klinického hlediska je významný vztah této 
Borrelia především k poškození kloubů a myokardu. B. afzelii a B. garinii se vyskytují 
v Evropě. Pro B. afzelii jsou charakteristické kožní projevy. B. garinii je spojována s 
neurologickými obtížemi pacientů (Balmelli a Piffaretti 1995). 
2.1.2  Základní charakteristika
Borrelia jsou pohyblivé, mikroaerofilní, gramnegativní spirálovité bakterie s 
pravidelnými závity. Dorůstají délky 10-30 μm a šířky 0,2-0,3 μm. Jejich pohyb je 
umožněn bičíky, které jsou uloženy v periplazmatickém prostoru (Barbour a Hayes 
1986). Bičíky tvoří pás těsně přiléhajících jednotlivých vláken, který se pravotočivě 
ovíjí kolem těla spirochéty a umožňují udržet Borrelia jejich spirálovitý tvar (Charon et  
al. 2009). Strukturu mají stejnou jako bičíky gramnegativních bakterií. Jejich počet 
závisí na druhu Borrelia. Borrelia burgdorferi sensu lato jich má 7-11 (Burgdorfer et al. 
1982), kdežto jiné patogenní Borrelia způsobující vratné horečky jich mají 15-30 
(Hovind-Hougen 1976). Jsou tvořeny proteinem flagellinem, který patří mezi významné 
nespecifické antigeny (Barbour et al. 1986). Borrelia se pohybuje pozpátku vlnivým 
pohybem v rovině (Goldstein et al. 1994). 
Buněčná stěna Borrelia je podobná stěně gramnegativních bakterií. Součástí 
vnější membrány jsou povrchové lipoproteiny, mezi které patří OspA, OspB, OspC, 
OspD, OspE a OspF, které jsou kódovány na plazmidech a mají různý stupeň exprese v 
závislosti na fázi životního cyklu. Borrelia jsou také schopny tyto antigeny měnit 
změnou genové exprese a tento jev jim dává schopnost unikat protilátkové odpovědi 
(Ohnishi et al. 2001). Hulínská et al. (1992) prokázali na buněčném povrchu Borrelia 
přítomnost glykokonjugátů, jejichž sacharidová část byla tvořena glukózou nebo 
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manózou, galaktózou, N-acetylgalaktosaminem a N-acetylglukosaminem.
Heroldová et al. (2001) prokázali, že všechny Borrelia jsou schopny tvořit 
enzymy kyselou fosfatázu, esterázu (C4), lipázu (C8), leucinarylamidázu a 
fosfohydrolázu. 
Obr. 1: Borrelia burgdorferi s viditelným pásem bičíků ovíjející její tělo. Barvení 1% 
PTA. Měřítko (145 nm). (Převzato z Hulínská et al. 1994.)
Kultivace probíhá v komplexním Barbour-Stoenner-Kelly II médiu při 34°C. 
Jejich generační doba v logaritmické fázi růstu je 8-12 hodin (Barbour 1984). Dokáží se 
množit podélným nebo příčným dělením. Dceřinné buňky obsahují jen polovinu bičíků, 
které dorostou z háčků a bazalních disků, které jsou zakotveny v cytoplazmatické 
membráně na koncích buňky (Hulínská 2006c). 
Obr. 2: Bazální disky na konci buňky Borrelia označené 4 hroty. Šipka označuje vrstvu 
peptidoglykanu. Měřítko (hlavní obrázek 200 nm; zvětšený obrázek 100 nm) (Převzato 
z Charon et al. 2009.)
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Genom mnoha druhů Borrelia byl již sekvenován. Genom Borrelia burgdorferi  
sensu stricto B31, se kterým jsem ve své práci také pracovala, byl kompletně 
sekvenován na konci minulého století. Publikován byl Casjens et al. v roce 2000. Je 
poměrně malý, celková velikost činí 1 521 419 bp, z čehož  910 725 bp tvoří lineární 
chromozóm. Dále genom obsahuje 21 extrachromozomálních elementů - 12 lineárních a 
9 cirkulárních plazmidů (Casjens et al. 2000). Lineární plazmidy lp25 a lp28-1 kódují 
faktory virulence důležité pro patogenezi Borrelia. Plazmid lp28-1 obsahuje vls lokus 
kódující vlsE antigen, který umožňuje Borrelia unikat imunitní odpovědi (Purser a 
Norris 2000). 
Při nedostatku živin jsou Borrelia schopny se transformovat z pohyblivých 
spirálovitých forem do nepohyblivých, kulovitých cyst obsahujících spirálovítě stočené 
spirochéty. Na rozdíl od veziklů, jsou cysty životaschopné a jsou schopné se 
transformovat zpět do pohyblivého vegetativního stádia (Alban et al. 2000). Cysty byly 
pozorovány v mozkomišním moku (Brorson O. a Brorson  S.H. 1998) a ve tkáních 
pacientů s LB (Hulínská et al. 1994). Formování cyst v lidském těle může představovat 
strategii, která napomáhá přežití Borrelia během nepříznivých podmínek v hostiteli či 
vyhnutí se odhalení patogena imunitním systémem (Alban et al. 2000).
Obr. 3: Cysty. Šipky označují tvorbu veziklů na koncích buněk, které ční z cysty. 
Měřítko (1 μm). (Převzato z Alban et al. 2000.)
V případě nepříznivých podmínek jako je změna pH, hypotonické prostředí, 
vyčerpání živin, stárnutí či přidání specifických protilátek nebo komplementu, dochází u 
Borrelia ke tvorbě veziklů. Vnější membrána je volněji spojena s válcovitým tělem 
Borrelia. Vezikly vznikají jejím vychlípením a následným odloučením. Membrána 
veziklů se skládá ze stejných komponent jako buněčná stěna a uvnitř se nacházejí 
plazmidy. Kromě veziklů mohou vznikat z Borrelia také jiné nepravidelné struktury 
jako jsou gemy či granula (Barbour a Hayes 1986).  
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Obr. 4: Pod vlivem antibiotik či baktericidních látek se Borrelia rozpadá na množství 
veziklů. Negativní barvení 1% PTA, zvětšeno 72 100x. (Hulínská, nepublikováno)
2.1.3 Lymeská borrelióza
LB je systémové onemocnění postihující široké spektrum orgánů a jejím 
přenašečem v Evropě jsou klíšťata rodu Ixodes.
Borrelia před vstupem do hostitele prodělává v klíštěti určitý vývoj. Poté, co se 
Borrelia dostane do klíštěte, exprimuje OspA a OspB antigeny. Pal et al. (2004) 
identifikovali receptor TROSPA ve střední části střeva klíštěte Ixodes scapularis, na 
který se váže OspA Borrelia (Yang et al. 2004). Jakmile klíště začne sát krev 
teplokrevného hostitele, Borrelia cestuje do slinných žlaz, dojde ke zvýšení teploty v 
těle klíštěte, Borrelia snižuje expresi OspA antigenu a zvyšuje expresi OspC antigenu. 
Na OspC se váže slinný protein Salp15, který přispívá k přenosu do hostitelského 
organizmu svými imunosupresivními vlastnostmi jako je inhibice vazby protilátek 
hostitele nebo inhibice aktivace CD4+ T-lymfocytů, je to tedy také jeden z mechanizmů, 
kterým se snaží Borrelia vyhnout účinkům imunitního systému hostitele  (Ramamoorthi 
et al. 2005).
Poté, co Borrelia vstoupí do kůže při sání infikovaným klíštětem, mohou 
pronikat přes extracelulární matrix a šířit se do cílové tkáně krví nebo lymfou, ale i 
buňkami. Hulínská et al. (1994) prokázali, že se Borrelia mohou šířit pomocí 
Langerhansových buněk z kůže do regionálních uzlin. Mohou se také vázat na 
specifická místa, například prostřednictvím dekorinu (glykosaminoglykan) na 
fibroblasty nebo kolagenová vlákna (Guo et al. 1995).
Perzistence spirochét v hostitelském organizmu může být způsobena změnou 
povrchových antigenů. Borrelia se dokáží obalovat hostitelskými proteiny jako jsou 
imunoglobuliny (Dorward et al. 1992), BMP-2, kolagen I, kolagen III, kolagen IV, 
fibronektin, laminin a plazmin (Hallström et al. 2010). Navázání těchto proteinů by 
mohlo Borrelia usnadnit adhezi a diseminaci do tkání hostitelského organizmu v časné 
fázi infekce. Pro průnik Borrelia endotelem je významná vazba plazminogenu na Osp 
antigeny Borrelia, který je aktivován urokinázou produkovanou monocyty na plazmin 
(Hallström et al. 2010).
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Toto onemocnění může probíhat ve třech stádiích, v časném lokalizovaném, 
časném diseminovaném a pozdním diseminovaném stádiu. První příznaky se obvykle 
vyvinou do jednoho měsíce po přisátí klíštěte. V časném lokalizovaném stádiu infekce 
se většinou, ale ne vždy, objeví na pokožce v místě přisátí infikovaného klíštěte typické 
erythema migrans, zvětšující se okrouhlá či oválná červená skvrna. Tyto kožní projevy 
obvykle doprovázejí nespecifické příznaky připomínající chřipku (bolest hlavy, teplota, 
zvětšené uzliny, bolest svalů a kloubů, nechutenství, únava). Pokud se erythema 
migrans nevyvine a projevy zůstanou pouze u nespecifických příznaků, není možno 
borreliózu včas zachytit a identifikovat (Hercogová 2006).
Obr. 5: Erythema migrans. (Převzato z Hercogová (2006))
Po několika dnech až týdnech nastává časné diseminované stádium, kdy jsou 
Borrelia rozneseny krví po celém těle a podle svého tropizmu pronikají do kloubů, 
mozkové tkáně, jater či myokardu. V závislosti na druhu Borrelia mohou toto stádium 
provázet různé potíže. Po několika týdnech od infekce se zvláště u dětí může vyvinout 
tzv. boreliový lymfocytom, který se často vyskytuje na špičce nosu, na boltci ucha, 
skrotu nebo dvorci prsní bradavky (Hercogová 2006). Při revmatologických  projevech 
se objevují bolesti kloubů a artritida (Valešová 2006), z neurologického hlediska 
meningitida, neuritida, u dětí obrna lícního nervu (Bojar 2006) a při lymeské karditidě 
poruchy srdečního rytmu, perikarditida, myokarditida, dilatovaná kardiomyopatie 
(Bartůněk 2006). Může se také projevit postižení oka (Diblík 2006).
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Obr. 6: Boreliový lymfocytom. Fialově-červený uzlík na ušním boltci. (Převzato z 
Hengge et al. 2003.)
Pozdní diseminované stádium nastává během několika měsíců, někdy i let od 
prvotních příznaků. Kožní projevy tohoto stádia představují atroficko-zánětlivá ložiska 
acrodermatitis chronica atrophicans (ACA), postihující hlavně končetiny (Hercogová 
2006), chronické změny kloubů a kostí (Valešová 2006). Dále se jedná o lymeskou, 
karditidu (Bartůněk 2006), chronickou polyneuritidu a chronickou progresivní 
encefalitidu (Bojar 2006).
Obr. 7: Acrodermatis chronica atrophicans (ACA) - modročervené léze na končetině 
pacienta s tenkou vrásčitou kůží a vystouplými cévami. (Převzato z Hengge et al. 2003.)
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Při léčbě LB se v dnešní době dobře uplatňují peniciliny (amoxicilin, penicilin 
G, cefotaxin, ceftriaxon), cefalosporiny, makrolidy (azitromycin, erytromycin) a 
tetracykliny (doxycyklin). Léčba by měla trvat minimálně dva týdny, nejlépe měsíc, v 
závislosti na druhu antibiotika. V časných fázích onemocnění postačí perorálně 
podávané preparáty, v pozdějších jsou antibiotika podávána obvykle parenterálně. Volba 
antibiotika a způsob podání závisí na věku pacienta, charakteru obtíží a druhu Borrelia, 
která onemocnění způsobila (Hercogová 2006).
2.1.4 Diagnostika lymeské borreliózy
Metody průkazu LB shrnuje v kapitole Laboratorní diagnostika, v knize 
Lymeská borelióza (Bartůněk et al. 2006) má školitelka RNDr. D. Hulínská, CSc.. 
Diagnostika LB je obtížná. Klinický materiál, který se k průkazu nejčastěji používá jsou 
vzorky kůže z okrajů lézí, krev (plazma nebo sérum), mozkomišní mok a synoviální 
tekutina. Používají se metody přímé i nepřímé. 
Z přímých metod se využívá pro průkaz živých Borrelia kultivace v BSK médiu. 
Pro detekci živých Borrelia v klíšťatech se používá světelná mikroskopie v zástinu. 
Histologické vzorky je možno obarvit stříbřením či Giemsou a toluidinovou modří. 
Morfologii lze hodnotit pomocí elektronové mikroskopie negativním barvením nebo 
imunosorbentní elektronovou mikroskopií. Průkaz DNA ve vzorku lze provést pomocí 
PCR a jeho případnou kvantitu pomocí RT-PCR (Hulínská 2006a). Pro PCR se v 
diagnostice nejčastěji používají LD primery, které reagují se všemi druhy Borrelia, které 
způsobují LB (Marconi a Garon 1992). OspA2 primery byly vyvinuty Manakem et al. 
(1997) pro sledování úspěšnosti léčby LB v USA, kde je dominantní druhem Borrelia  
burgorferi sensu stricto. S našimi evropskými kmeny Borrelia afzelii a Borrelia garinii  
většinou primer OspA2 nereaguje (Manak et al. 1997).
Běžněji používané jsou metody nepřímé, založené na detekci protilátek IgM a 
IgG proti specifickým antigenům Borrelia. Upaltňuje se zde ELISA, ve které se 
používají antigeny čištěné nebo celobuněčné (upravené sonikací). Do budoucna by se 
mohly uplatnit i synteticky připravené rekombinantní antigeny. Infikované buňky nebo 
celé mikroorganismy Borrelia fixované na sklíčku se používají při nepřímé 
imunofluorescenční analýze (IFA). Další metodou, která se používá je WB, který 
umožňuje sledovat reakci protilátek proti specifickým antigenům Borrelia (Hulínská 
2006a).
2.1.5 Nespecifická imunitní odpověď
Nespecifická imunitní odpověď hraje důležitou roli v patogenezi LB. Borelia 
neprodukuje toxiny, ale je významným imunomodulátorem. Působení Borrelia na buňky 
imunitního systému může vést k supresi lokální imunitní odpovědi (Silberer et al.  
2000). 
Úkolem nespecifcké imunitní odpovědi je kontrola infekce dokud se nevyvinou 
specifické adaptivní mechanizmy k odstranění infekce. Během této reakce se nevyvíjí 
imunologická paměť a zahrnuje komplementový systém, fagocytující buňky (neutrofilní 
granulocyty a makrofágy), NK-buňky a cytokiny, které celý proces regulují (Berende et  
al. 2010). 
Komplement je první obranný mechanizmus hostitele proti mikroorganizmům, 
buď přímou lyzí patogena nebo nalákáním fagocytů do místa infekce. Borrelia má 
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schopnost zasáhnout do komplementového systému a inaktivovat ho (Kraiczy et al.  
2001).
Během infekce pronikají do lézí erythema migrans nejdříve neutrofilní 
granulocyty, makrofágy a T-lymfocyty, které exprimují geny jak pro prozánětlivé (IL-
1β, IL-6, IL-12, TNFα, IFNγ), tak i pro protizánětlivé cytokiny (IL-10) (Muellegger et  
al. 2000). Monocyty (makrofágy) jsou buňky nejvíce zastoupené ve tkáních 
infikovaných Borrelia (Salazar et al. 2003) a jsou rozhodující pro odstranění spirochét z 
místa infekce.
Na průběhu infekce se také podílí míra pohyblivosti spirochét. Pohyblivé 
Borrelia indukují tvrobu protizánětlivého cytokinu IL-10 a potlačují nejen aktivaci 
makrofágů, ale také další buňky imunitního systému, které migrují do místa infekce. To 
poskytuje spirochetám drahocenný čas pro adaptaci na hostitelské prostředí a následně 
možnost migrovat na místo, kde jsou chráněny před specifickou imunitní odpovědí 
(Lazarus et al. 2008).
Bylo prokázáno intracelulární přežívání Borrelia v endotelových buňkách 
(Comstock a Thomas 1989), ve fibroblastech (Klempner et al. 1993), v makrofázích 
(Montgomery et al. 1993), v Langerhansových (Hulínská et al. 1994) a synoviálních 
buňkách (Girschick et al. 1996, Hulínská et al. 1999). Je také možné, že dlouhodobá 
perzistence může být způsobena neefektivním odstraněním Borrelia fagocyty v časné 
fázi infekce (Montgomery et al. 2002). 
Existuje názor, že monocyty a jejich syncytia, která jsme pozorovali během 
našich experimentů a vznikají jako reakce na infekci Borrelia, by mohly být 
považovány za určitou schránku pro přežívání a dlouhodobou perzistenci Borrelia v těle 
hostitele a mohly by Borrelia chránit před účinky antibiotik. V Americe byl zaznamenán 
případ, kdy byla pomocí PCR prokázána přítomnost DNA Borrelia burgdorferi v 
monocytech z periferní krve jedné pacientky, která byla seronegativní, ale trpěla 
klinickými příznaky LB. Po přeléčení antibiotiky přítomnost DNA Borrelia burgdorferi 
v monocytech zmizela (Wang et al. 2000). Podobný případ se objevil i v České 
republice. Jednalo se o pacientku, která měla příznaky lymeské artritidy. Byla u ní 
prokázána Borrelia garinii v krvi a synoviální tekutině pomocí PCR a elektronové 
mikroskopie, přičemž u ní nebyly zjištěny zvýšené hodnoty protilátek proti Borrelia 
burgdorferi sensu lato. Po druhém přeléčení antibiotiky zmizely příznaky lymeské 
artritidy i přítomnost patogena v těle pacientky (Dejmková et al. 2002).
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Obr. 8: Přenos a šíření Borrelia. Borrelia  je schopná pomocí různých mechanizmů 
inhibovat imunitní odpověď hostitelského organizmu. Může inhibovat buňky 
nespecifické imunity (makrofágy) nebo komplementový systém. Borrelia jsou schopny 
proniknout do tkáně hostitele navázáním na endotelové buňky proteinem p66. Je 
schopná také vytvářet cysty a měnit své povrchové antigeny, aby se vyhnula imunitní 
odpovědi. (Převzato z Berende et al. 2010)
 
2.1.5 Specifická imunitní odpověď
Od počátku infekce se začínají tvořit časné protilátky typu IgM proti flagelinu a 
OspC antigenu, ale detekovatelné jsou až za několik týdnů. Protilátky se tvoří také proti 
jiným proteinům Borrelia jako jsou například OspA, OspB, VlsE, p18, p39, p100 a 
mnoho dalších v závislosti na druhu Borrelia. Po dalších 2-4 týdnech dojde k 
izotypovému přesmyku a produkci protilátek IgG (Hulínská 2006a). IgG protilátky proti 
flagellinu mohou poskytovat zkříženou reaktivitu s HSP60 proteinem, který vyskytuje 
na povrchu nervových buněk (Dai et al. 1993). Podávání antibiotik brzy po objevení 
erythema migrans může tvorbu protilátek porušit (Huppertz et al. 1999).  
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2.1.6 Epidemiologie
Epidemiologickou situací v České republice shrnuje paní Doc. MUDr. D. 
Janovská, CSc. v knize Lymeská borelióza (Bartůněk et al. 2006). Borrelia mohou být 
nakažena všechna vývojová stádia (larva, nymfa i dospělec), přenáší se transovariálním 
přenosem. Sají krev rezervoárových zvířat, hlavně ptáků, hlodavců a hmyzožravců. 
Například v hlodavcích může Borrelia perzistovat, přičemž nemusí dojít k manifestaci 
onemocnění. Prostřednictvím klíšťat mohou být Borrelia dále přenášeny na člověka či 
na domácí, hospodářská a volně žijící zvířata.
Obr. 9: (A) Snímek klíštěte obecného Ixodes ricinus ze světelného mikroskopu. (B) 
Sající klíště obecné s počínajícím erythema migrans. (Převzato z Hengge et al. 2003)
Proti LB se v současné době nelze očkovat. V USA byla komerčně vyráběna 
vakcína založená na OspA antigenu (Steere et al. 1998), ale nakonec byla stažena z trhu, 
zřejmě pro možné nežádoucí účinky. Zkoumají se nejrůznější možnosti použití antigenů 
Borrelia i antigenů klíšťat pro imunizaci. Ale v současné době je jedinou možnou 
ochranou zabránit přisátí klíštěte. 
V České republice je LB onemocnění s povinným hlášením od roku 1986. Graf 
shrnuje dostupné údaje o absolutním počtu nemocných LB od roku 1986 do roku 2010. 
Z jeho trendu můžeme vypozorovat, že největší výskyt onemocnění byl v roce 1995. 
Poté následoval pokles, který byl zaznamenán v letech 1996, 1997 a 1998.  Do roku 
1995 se počet nemocných LB zvyšoval s mírným poklesem na počátku devadesátých 
let. V posledních deseti letech je počet hlášených případů LB vyrovnaný s mírnými 
oscilacemi. V předešlých třech letech má vývoj počtu nemocných klesající tendenci.
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Graf 1: Vývoj onemocnění LB v České republice v letech 1986-2010:
(Údaje o počtu nemocných LB v letech 1986-2000 převzaty z Janovská (2006), údaje z 
let 2001-2010 ze základních výstupů z programu Epidat z webových stránek 
http://www.szu.cz/publikace/data/vybrane-infekcni-nemoci-v-cr-v-letech-1998-2007-
absolutne, dne 24.2.2011)
2.2  Anaplasma phagocytophilum 
2.2.1  Taxonomické zařazení
Doména: Bacteria
Kmen: Proteobacteria
Třída: Alphaproteobacteria
Řád: Rickettsiales
Čeleď: Anaplasmataceae
Rod: Anaplasma
Skupina druhů: Anaplasma phagocytophilum group
Druh: Anaplasma phagocytophilum
V současné době s rozvojem nových molekulárně-biologických a genetických 
metod bylo ustaveno toto taxonomické zařazení. Druh Anaplasma phagocytophilum 
zahrnuje druhy dříve označované jako Ehrlichia phagocytophila a Ehrlichia equi  
(Dumler et al. 2001).
2.2.2  Základní charakteristika
Anaplasma phagocytophilum je nepohyblivý, anaerobní, gramnegativní, 
pleomorfní kokobacil. Je to obligátní intracelulární parazit, který napadá neutrofily v 
periferní krvi a prekurzory v kostní dřeni. V cytoplazmě infikovaných buněk jsou 
přítomny moruly ohraničené membránou. Velikost morul je různá, v průměru od 1,5 μm 
do 6 μm (Popov et al. 1998).
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Obr. 10: Neutrofil s morulou  A. phagocytophilum v nátěru krve psa, barvení dle 
Wrighta-Giemsy, 1000x. (Převzato z Melter et al. 2007.)
Podobně jako Borrelia má i Anaplasma phagocytophilum  poměrně malý genom, 
pouze 1,471 Mbp. Chromozóm má na rozdíl od Borrelia cirkulární (Dunning Hotopp et  
al. 2006).
Buněčná stěna A. phagocytophilum má neobvyklé složení a strukturu. 
Neobsahuje peptidoglykan. Postrádají geny pro biosyntézu lipidu A, peptidoglykanu, 
cholesterolu i jeho modifikace. V důsledku ztráty těchto genů je  A. phagocytophilum 
závislá na cholesterolu, který získávají z hostitelské eukaryotické buňky (Lin a Rikihisa 
2003). Uvnitř infikované buňky se zvyšuje množství cholesterolu a většina  je 
lokalizována uvnitř vakuol s bakteriemi. A. phagocytophilum je závislá na cholesterolu, 
který buňka získává z LDL částic, tedy zvyšuje expresi receptorů pro LDL (Xiong et al. 
2009). A. phagocytophilum je obalena tenkou zvlněnou vnější membránou a postrádá 
ztluštění vnitřní membrány v důsledku nepřítomnosti vrstvy peptidoglykanu či 
lipopolysacharidu (Rikihisha 1991).
Hlavním povrchovým antigenem  A. phagocytophilum  je protein p44, který je 
fylogeneticky velmi blízký proteinu Msp2 (major surface protein 2) Anaplasma 
marginale, proto se někdy používá označení Msp2 i pro p44. Tento protein je kódován 
vícekopiovými geny rodiny Msp2(P44), které mají různé expresní charakteristiky 
(Caspersen et al. 2002). Je ligandem, který zprostředkovává vazbu A. phagocytophilum 
na receptor PSGL-1 neutrofilů a buněk HL-60, ale zatím se neví, zda nejsou při adhezi 
A. phagocytophilum na hostitelskou buňku zainteresovány i jiné proteiny (Park et al. 
2003). Během kultivace in vitro Anaplasma phagocytophilum exprimuje převážně 
paralog Msp2(P44)-18. Může vytvářet paralogy zkrácené na N-konci Msp2(P25) a 
může je posttranslačně modifikovat glykosylací do různých izoform (Sarkar et al.  
2008). Tím bylo dokázáno, že Anaplasma má schopnost vytvářet velké množství 
povrchových proteinů, které mohou umožnit velkou antigenní variabilitu, která 
pravděpodobně zajišťuje fenotypovou diverzitu. Lin et al. (2002) dokázali, že spektrum 
antigenů A. phagocytophilum závisí na geografické oblasti, ze které Anaplasma pochází. 
Izoláty ze stejné geografické oblasti vykazovaly nepatrnou diverzitu, kdežto značná 
antigenní diverzita byla zaznamenána mezi izoláty z různých geografických oblastí (Lin 
et al. 2002).
Jejich kultivace je možná pouze na buňěčných kulturách. První úspěšná 
kultivace byla provedena na buněčné linii HL-60 v roce 1996 (Goodman et al. 1996). V 
České republice se teprve nedávno podařilo poprvé izolovat tohoto patogena z koně 
(Hulínská et al. 2002), z pacientů (Hulínská et al. 2009) a ze psa (osobní sdělení, 
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Hulínská, nepublikováno). Jsou i jiné způsoby jak se dá  A. phagocytophilum kultivovat. 
Buď přímo na izolovaných neutrofilech z plné krve nebo na buňkách HL-60, které byly 
předem ošetřené induktory granulocytární a monocytární diferenciace. Pro indukci 
granulocytární diferenciace se používá kyselina trans-retinová (Breitman et al. 1980) 
nebo 1,25% DMSO a pro indukci monocytární diferenciace se používá 
1,25-dihydroxyvitamin D3 (Klein et al. 1998). Na buňkách HL-60 indukovaných k 
monocytární diferenciaci A. phagocytophilum příliš dobře neroste (Klein et al. 1998). 
Úspěšně se kultivuje na buňkách HL-60 neindukovaných či indukovaných ke 
granulocytární diferenciaci pomocí DMSO a kyselinou trans-retinovou. Sehrává zde 
roli exprese CD15. Při zvýšené expresi CD15 byla pozorována větší míra infekce a 
vazba na buňky (Heimer et al. 1997).  A. phagocytophilum se může také úspěšně 
pomnožit na buněčných liniích získaných ze zárodků klíšťat Ixodes scapularis (IDE8 a 
ISE6) (Munderloh et al. 1996, 1999), v endotelových buňkách (Munderloh et al. 2004) 
či na lidské megakaryocytární buněčné linii MEG-01 (Granick et al. 2008).
2.2.3 Patogeneze
A. phagocytophilum se váže a vstupuje do neutrofilů, prekurzorů v kostní dřeni, 
myeloidních buněk a buněk HL-60 prostřednictvím receptoru PSGL-1 (P-selectin 
glycoprotein ligand 1) modifikovaného pomocí sialyl Lewis x (sLex) (Herron et al. 
2000). 
Troese a Carlyon (2009) prokázali, že A. phagocytophilum prodělává bifazický 
vývojový cyklus, ve kterém se rozlišují dvě formy buněk, podle toho, jak se jeví v 
elektronovém mikroskopu. V jedné fázi se objevují menší, kulatější buňky s hutným 
tmavším nukleoidem, tzv. DC (dense-cored cell) formy, které jsou virulentní a jsou 
schopny infikovat buňku. Ve druhé fázi se buňky jeví větší, světlejší a mají rozptýlený 
nukleoid, tzv RC (reticulate cell) formy, které jsou replikativní formou A. 
phagocytophilum. Pouze DC formy jsou schopny se vázat na povrch buněk HL-60 a 
indukovat vstup A. phagocytophilum do buněk, RC formy ne. Po vstupu do buňky, 
endocytózu zprostředkovanou receptorem PSGL-1, vytvoří v buňce membránou 
ohraničený útvar - morulu. Pokud dojde ke vzniku několika morul v jedné buňce, tak 
jsou na sobě nezávislé a nesplývají v jednu velkou morulu. Po určité době 
internalizované DC formy (cca 12 hodin) přecházejí na RC formy, ve kterých se iniciuje 
replikace. Dojde k pomnožení A. phagocytophilum ve vakuole a po uplynutí určité doby 
(cca po 36 hodinách) opět RC formy přecházejí na DC formy, které mohou opustit 
buňku a infikovat další (Troese a Carlyon 2009).
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Obr. 11: Snímek z elektronové mikroskopie infikované buňky HL-60 s morulami 
Anaplasma phagocytophilum. Hrot šipky označuje morulu s DC formami A. 
phagocytophilum, těsně před vylitím obsahu s bakteriemi do okolí. Morula pod 
označenou morulou a nalevo obsahují RC formy A. phagocytophilum. Měřítko (1 μm). 
(Převzato z Troese a Carlyon 2009.)
Infekce A. phagocytophilum inhibuje spontání apoptózu neutrofilů. Zřejmě se 
jedná o strategii, která zajišťuje A. phagocytophilum dostatek času pro dokončení jejího 
vývojového cyklu v neutrofilu (Yoshiie et al. 2000).
Schopnost A. phagocytophilum prospívat uvnitř jinak nepřátelského prostředí 
neutrofilu naznačuje, že bakterie je schopná obejít mechanizmy intracelulárního zabíjení 
těchto buněk. Vakuola s A. phagocytophilum v cytoplazmě buňky se nepodobá časnému 
endozómu, postrádá transferinové receptory, EEA1 (early endosome antigen 1), Rab 5 a 
annexiny I., II., IV a VI (Webster et al. 1998, Mott et al. 1999). Nedochází k acidifikaci 
lumen vakuoly, postrádá vakuolární H+-ATPázu. Postrádá také markery pozdních 
endozómů a lyzozómů jako je myeloperoxidáza, CD63, LAMP-1 a vyhýbá se fúzi s 
lyzozómy, sekrečními váčky a specifickými granuly, které obsahují proteolytické 
enzymy a NADPH oxidázový komplex.  A. phagocytophilum snižuje expresi jedné z 
jeho komponent p22phox, tedy narušuje vznik NADPH oxidázového komplexu, inhibuje 
jeho aktivaci a následnou tvorbu O2- (Mott et al. 2002, Ijdo a Mueller 2004).
Neutrofily infikované A. phagocytophilum mají sníženou expresi adhezivních 
molekul PSGL-1 (CD162) a L-selektinu (CD62L) a snižuje se jejich adhezivita na 
endotelové buňky, což by mohlo ztížit aktivaci zánětlivé reakce a tedy poškodit obranný 
systém hostitele (Choi et al. 2003).
A. phagocytophilum je schopná infikovat endotelové buňky jak in vitro, tak in  
vivo. Endotelové buňky mohou být tedy jakýmsi rezervoárem infekce A. 
phagocytophilum v těle hostitele. Herron et al. (2005) prokázali, že infikované 
endotelové buňky mají zvýšenou expresi ICAM-1 (CD54), který zprostředkovává 
adhezi neutrofilů na endotel a po adhezi může dojít k přímé infekci A. phagocytophilum 
z endotelové buňky na neutrofil. Mechnizmus přenosu ještě není znám.
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Obr. 12: Změna chování neutrofilu napadeného Anapalsma phagocytophilum: (1) A. 
phagocytophilum se naváže na PSGL-1 na povrchu neutrofilu. (2) Proběhne vstup 
patogena do buňky endocytózou zprostředkovanou receptorem. (3) Endozóm brání fúzi 
s lyzozómy. (4) A. phagocytophilum brání vzniku NADPH komplexu a tvorbě 
superoxidových aniontů. (5) A. phagocytophilum inhibuje apoptózu neutrofilu. Sníží se 
adheze neutrofilů na endotelové buňky, což pomáhá udržet patogena v krevním oběhu a 
zvýšit pravděpodobnost, že bude nasát klíštětem a přenesen do dalšího hostitele. 
(Převzato z Carrade et al. 2009)
A. phagocytophilum je schopná infikovat megakaryocytární buněčnou linii 
MEG-01, tedy můžeme předpoládat, že je zřejmě schopná infikovat také megakaryocyty 
v kostní dřeni, ale neblokuje tvorbu krevních destiček, tedy nepodílí se přímo na infekcí 
indukované trombocytopenii, která se objevuje jako jeden z klinických příznaků 
onemocnění (Granick et al. 2008)
2.2.4  Anaplasma phagocytophilum   a imunitní systém 
Základem nespecifické imunitní odpovědi je fagocytóza, té ovšem Anaplasma 
jako většina intracelulárních parazitů odolává. Svou roli hrají hlavně NK-buňky a 
aktivované makrofágy.  A. phagocytophilum indukuje v makrofázích  IFNγ a v důsledku 
jeho působení vznikají reaktivní kyslíkové a dusíkové metabolity, které se podílejí na 
vzniku histopatologických lézí, hlavně v játrech (Scorpio et al. 2006), ke kterému může 
však docházet i působením NK-buněk a v pozdějších fázích po nástupu specifické 
imunitní odpovědi také cytotoxických CD8+ T-lymfocytů (Choi et al. 2007). Podobně 
jako u LB jsou makrofágy spolu s dendritickými buňkami důležité pro prezentaci 
antigenu a rozvoj specifické imunitní odpovědi.
2.2.5  Lidská granulomatózní anaplasmóza
HGA je onemocnění, které se vyskytuje u lidí i u zvířat. Může mít mírný průběh, 
u některých jedinců (např. imunodeficientních, po transplantaci) však může vést až ke 
smrti. Klinické příznaky jsou nespecifické. Patří mezi ně horečka, malátnost, bolest 
hlavy a svalů, zvětšené uzliny, játra a slezina, může se objevit i vyrážka. Laboratorně se 
objevuje leukocytopenie, trombocytopenie, anémie, zvýšená sedimentace a zvýšená 
hladina transamináz (Bakken a Dumler 2008).
K léčbě akutní HGA se nejčastěji používá doxycyklin, tetracyklin a 
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chloramfenikol (Hulínská 2006b), citlivost vykazuje A. phagocytophilum také k 
rifampicinu a fluorochinolonům. Rezistentní je vůči klindamycinu, ampicilinu, 
amoxicilinu, erytromycinu, azitromycinu a některým dalším (Klein et al. 1997, 
Horowitz et al. 2001).
2.2.6  Diagnostika lidské granulomatózní anaplasmózy
V diagnostice se uplatňuje nepřímý průkaz patogena prostřednictvím 
specifických protilátek IgM a IgG v krvi pacienta pomocí metody IFA, kdy se jako 
antigenu používají infikované buňky HL-60 fixované na sklíčku. Nebo je možné 
provést přímý průkaz patogena v krvi pomocí PCR a RT-PCR, elektronovou 
mikroskopií či průkaz antigenu p44 pomocí WB (Hulínská 2006b).
2.2.7  Epidemiologie
 Anaplasma phagocytophilum je významným patogenem zvířat. Vyskytuje se u 
přežvýkavců jako jsou skot, ovce, kozy, vysoká zvěř, také u hlodavců a mnoha dalších 
volně žijících zvířat. Může napadat také koně a psi. V Evropě jsou vektorem klíšťata 
rodu Ixodes (Woldehiwet 2010). 
Poprvé byla HGA popsána v roce 1969 v USA. Protilátky proti  A.  
phagocytophilum u pacientů byly zjištěny v mnoha evropských zemích jako jsou 
Portugalsko, Španělsko, Německo,  Švýcarsko, Slovinsko, Švědsko, Norsko, Francie a 
Velká Británie (Hulínská 2006b).   
V České republice byla pomocí PCR prokázána DNA  A. phagocytophilum u 
několika pacientů, domácích a volně žijících zvířat. Prokázána byla u vysoké zvěře, 
zajíců, myší, lišek, divokých prasat, krav a u koní. Sekvenací PCR produktů byl v České 
republice prokázán výskyt tři subtypů původců HGA lišících se ve dvou a více 
nukleotidech. Jedná se o subtypy ''Baden'', ''Frankonia I'' a ''Frankonia II''. (Hulínská et  
al. 2002).
V České republice není HGA infekčním onemocněním s povinným hlášením.
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2.3 Fagocytóza
2.3.1 Princip
Je to schopnost fagocytujících buněk imunitniho systému vyhledat, pohltit, 
usmrtit a rozložit mikroorganismy, stárnouci buňky a dalši endogenni materiál. Je to 
složitý mnohastupňový děj, vyznačující se celým spektrem mezibuněčných interakcí 
zprostředkovaných cytokiny i membranovými molekulami. Základními buňkami 
nespecifické imunitní odpovědi, které tvoří efektorovou část fagocytózy jsou 
polymorfonuklearní neutrofilni a eozinofilní granulocyty, monocyty a jejich tkáňová 
forma - makrofágy (Hořejší a Bartůňková 2002). 
Hořejší a Bartůňková v kapitole Fagocyty a další buněčné složky nespecifické 
imunity ve své knize Základy imunologie (2002) srovnávají odlišné funkce granulocytů 
a monocytů. Granulocyty mají význam v antiinfekční imunitě proti extracelulárním 
bakteriím. Jsou schopny bojovat proti infekčnímu agens ihned, zatímco monocyty 
potřebují aktivaci signály pomocí cytokinů (IFNγ, TNF), které produkují T-lymfocyty. 
Monocyty patří mezi antigen prezentující buňky, kdežto granulocyty ne. 
K fagocytóze většiny extracelulárních bakterií je potřeba jejich opsonizace 
složkami komplementu, protilátkami, lektiny (MBL-mannose-binding lectin, 
fibronektin, fibrinogen) či proteiny (C-reaktivní protein, sérový amyloid P) (Hořejší a 
Bartůňková 2002). Opsonizace Borrelia urychluje a zefektivňuje proces fagocytózy 
neutrofily, ale neovlivňuje její mechanizmus (Rittig et al. 1992, Hulínská et al. 1995). 
Podobně je tomu u monocytů, oproti tomu zralé makrofágy fagocytují efektivně i 
neopsonizované Borrelia (Montgomery et al. 2002). Ale Borrelia s navázanými 
protilátkami v imunokomplexu jsou proti fagocytóze odolnější (Hulínská 2006c).
Rittig et al. (1999) se zmiňuje, že fagocytóza je zprostředkovaná interakcemi 
receptor-ligand. Receptory, ketré mohou být nalézány na povrchu fagocytů se dělí na tři 
skupiny: Fc receptory (FcR), komplementové receptory (CR) a ostatní, které zahrnují 
manózové receptory, scavenger receptory a receptory pro vazbu komponent 
extacelulární matrix. Ligandy bývají většinou povrchové antigeny mikroorganizmů. V 
případě Borrelia se jedná o interakci TLR2 a CD14 neutrofilů a monocytů s 
lipoproteiny vnější membrány (Hirschfeld et al. 1999). Po kontaktu receptor-ligand 
nastává vlastní fagocytóza, kdy je Borrelia postupně obklopena membránou fagocytu a 
nakonec uzavřená do nově vzniklé vakuoly - fagozómu. Vznik fagozómu je spojen s 
intracelulárním přeskupením cytoskeletu (Rittig et al. 1999).
Během utváření fagozómu a po jeho ukončení v monocytech a makrofázích 
dochází v případě klasického typu fagocytózy, tak jak je tradičně chápána, ke splývání 
fagozómu s lyzozómy. V případě speciálních typů, coiling a tube fagocytózy, se nejedná 
o fagocytózu jako takovou, ale o druh endocytózy, kdy nedochází k degradaci 
pohlceného materiálu (Rittig et al. 1998). 
Neutrofilní granulocyty mají v cytoplazmě různé typy granul (azurofilní, 
specifická), které obsahují množství baktericidních látek a hydrolytických enzymů. 
Mezi nejvýznamější patří lyzozym, myeloperoxidáza, laktoferin, defenziny, katepsiny, 
kolagenáza, elastáza a další (Hořejší a Bartůňková 2002). Jak zjistili Sheppard et al. 
(2005), tak buňky HL-60 narozdíl od neutrofilů neobsahují specifická granula ani 
sekreční váčky, která by fúzovala s fagozómem a umožnila aktivaci produkce oxidantů 
uvnitř fagozómu. Nordenfelt et al. (2009) dokázali, že i přesto v nich může nastat určitá 
oxidázová aktivita během vytváření fagozómu nebo může dojít později, po vytvoření 
fagozómu, k přemístěním membránových komponent oxidázy do fagozómu.
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Cruz et al. (2008) dokázali, že fagocytované Borrelia v monocytech způsobují v 
buňkách morfologické změny jako je tvorba puchýřků na povrchu buňky a fragmentace 
jádra. Fagocytóza živých a pohyblivých Borrelia indukuje vyšší tvorbu zánětlivých 
cytokinů TNFα, IL-6, IL-1β než nepohyblivých a nelyzovaných Borrelia s intaktním 
povrchem (Cruz et al. 2008). 
Tuominen-Gustafsson et al. (2006) se domnívají, že schopnost Borrelia odolávat 
fagocytóze je spojena s přítomností plazmidu lp-25. Ovšem Al-Robaiy et al. (2005) 
prokázali, že ztráta plazmidů lp25, lp28-1 nesouvisí s rezistencí Borrelia vůči 
fagocytóze. Při jejich experimentech byly všechny kmeny postrádající plazmidy lp25 a 
lp28-1 fagocytovány stejnou měrou jako divoký kmen (Al-Robaiy et al. 2005). 
U některých patogenních mikroorganizmů se vyvinuly mechanizmy, jak se 
mohou zničení ve fagozómu vyhnout. Způsoby, kterými lze fagocytózu obejít jsou 
zábrana vazby patogena na receptor buňky, blokace fagocytózy, narušení vyzrávání 
fagozómu, přežívání uvnitř fagolyzozómů a u některých patogenů nebyl mechnizmus 
rezistence vůči fagocytóze ještě popsán (Allen 2003). 
 A. phagocytophilum je schopná obejít mechanizmy intracelulárního zabíjení, 
brání dozrávání vakuoly a blokuje NADPH oxidázový systém (Mott et al. 2002, Ijdo a 
Mueller 2004) jak je popsáno výše.
Obr. 13: Mechanizmy rezistence vůči fagocytóze. (1) Za normálních okolností je 
mikroorganizmus ve fagozómu degradován pomocí splývaní s lyzozómy a 
endocytickými váčky. (2) Patogen může zabránit navázání na povrch buňky. (3) Může 
zablokovat fagocytózu. (4) Může zabránít vyzrávání fagozómu, splývání s lyzozómy. 
(5) Může přežívat uvnitř fagolyzozómu. (6) Může se vyhnout fagocytóze nějakým 
neznámým mechanizmem. (Převzato z Allen 2003.)
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2.3.2 Mechanizmy fagocytózy
 Borrelia mohou být ze strukturálního hlediska fagocytovány různými 
mechanizmy, které doprovázejí odlišné morfologické změny. Kromě klasické 
fagocytózy byly popsány dva speciální mechanizmy, tedy coiling podle Rittig et al.  
(1992) a tube fagocytóza podle Suhonen et al. (1998). 
2.3.2.1 Klasická fagocytóza
Klasická fagocytóza je tradiční způsob fagocytózy, kterým je pohlcována většina 
mikroorganizmů. Je charakterizovaná symetrickými výběžky, které buňka vysílá 
souměrně kolem pohlcované částice. Na distálním pólu částice výběžky splynou, oddělí 
se fagozóm a ten dále fuzuje s lyzozómy, případně jinými endozómy (Rittig et al. 1999).
Obr. 14: Schéma dějů během klasické fagocytózy. Nejdříve musí dojít k navázání 
pohlcované částice na receptor buňky. Poté dojde k přenosu signálu dovnitř buňky. 
Začnou se formovat souměrné výběžky, které na distálním pólu částice splynou. Dojde 
k oddělení fagozómu a splýváním s lyzozómy vznikne fagolyzozóm. (Převzato z Rittig 
et al. 1999.)
Obr. 15: Snímek z elektronové mikroskopie, kdy pseudopodie lidského neutrofilu 
symetricky obklopují E. coli, což je typický jev klasické fagocytózy. Měřítko (0,25 μm). 
(Převzato z Rittig et al. 1992.)
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2.3.2.2 Coiling fagocytóza
Při coiling fagocytóze buňka vysílá pseudopodie ohraničené cytoplazmatickou 
membránou, které spirálovitě omotají spirochétu. Cytoplazmatická membrána po 
zanoření spirály do nitra buňky může tvořit reziduální proužky membrány v cytoplazmě 
buňky (Rittig et al. 1992). Nejčastěji se vyskytuje v monocytech. Tento způsob pohlcení 
byl popsán také u jiných mikroorganismů, např. Candida (Mc Kinney et al. 1977), 
Trypanosoma (Stevens a Moulton 1978), Leishmania (Chang 1979), Legionella  
(Horowitz 1983). Poté dojde k rozpuštění proužků membrány a spirochéty fagocytované 
prostřednictvím coiling fagocytózy se nacházejí volně v cytoplazmě (Rittig et al. 1992). 
Tento způsob pohlcení mikroorganizmů může být podpořen působením phorbol myristát 
acetátu nebo GM-CSF (Rittig et al. 1998).
Obr. 16: Snímek z elektronové mikroskopie, kdy je Borrelia burgdorferi fagocytována 
monocytem izolovaným z lidské periferní krve prostřednictvím coiling fagocytózy. 
Membrána spirálovitých pseudopodií splývá nesouvisle, proto v cytoplazmě zůstávají 
zbytky membrány (hroty šipek). Ve středu spirály se nachází fagocytovaná spirocheta. 
Delší šipka označuje její bičíky v periplazmatickém prostoru. Kratší šipka ukazuje 
hlavní kanálek spirály, který vzikl rozbíháním membrán. Měřítko (0,5 μm). (Převzato z 
Rittig et al. 1992.)
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Obr. 17: Schéma dějů v buňce během coiling fagocytózy. (a) Výběžek se ovine kolem 
spirochéty. (b) Výběžek se zavine do spirály. (c) Internalizace komplexu výběžku se 
spirochétou. (d) Přilehlé membrány splývají nesouvisle. (e) Pohlcená spirochéta 
obklopená cytoplazmou. (f) Ojediněle jsou pozorovány vakuoly obsahující část výběžku 
i spirochétu (Převzato z Rittig et al. 1992).
2.3.2.3 Tube fagocytóza
Tube fagocytóza se vyznačuje tím, že buňka vysílá dlouhé a tenké výběžky, 
kterými spirochétu obklopí podélně. Tento typ fagocytózy může představovat určitou 
formu klasické fagocytózy nebo se může jednat o speciální mechanizmus pro 
pohlcování příliš dlouhých mikroorganizmů (Suhonen et al. 1998).
Suhonen et al. (1998) popsali, že buňka nejdříve vysílá dlouhý a tenký výběžek 
(pseudopodium). Poté, co dojde ke kontaktu buňky se spirochétou, tak se výběžek 
postupně přetahuje podélně přes celou spirochétu a nakonec ji vtáhne do nitra buňky.
Obr. 18: Snímek z pozorování v zástinu, kdy lidský neutrofil fagocytuje Borrelia  
burgdorferi. Na této fotografii dochází k navázání spirochéty k neutrofilu. Šipka 
označuje místo, kde končí výběžek buňky a začíná spirochéta. Měřítko (10 μm). 
(Převzato ze Suhonen et al. 1998.)
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2.4 HL-60
Buňky HL-60 byly izolovány v roce 1976 z periferní krve 36-leté ženy s akutní 
promyelocytární leukémií (Collins. et al. 1977). 
Gallagher et al. (1979) zkoumali vlastnosti buněk HL-60 a zjistili, že nejlépe 
rostou v médiu RPMI-1640 s 10-20% fetálního bovinního séra. Rostou v suspenzi bez 
tendence se shlukovat nebo adherovat na skleněný či plastový povrch. Buňky mají 
pravidelný kulatý tvar. Jejich velikost se pohybuje mezi 9-25 μm. Mají velké kulaté 
jádro s pravidelným výrazným okrajem, s 2-4 jadérky. Větší buňky mohou mít 2 jádra. 
Cytoplazma je výrazně bazofilní a obsahuje množství azurofilních granul, ale oproti 
neutrofilům neobsahují specifická granula a ostatní typy granul, která se vyvíjí během 
granulopoezy. Nebyly v nich pozorovány Auerbachovy tyče. Obsahují 
myeloperoxidázu, ale neobsahují alkalickou fosfatázu typickou pro maturované 
neutrofily.  
Buněčná linie HL-60 je heterogenní. V kultuře může docházet ke spontání 
diferenciaci a mohou se zde vyskytovat různá stádia vývoje buněk během granulopoezy. 
Drtivou většinu buněk (cca 90%) tvoří myeloblasty a promyelocyty, zbylé buňky (cca 
10%) tvoří myelocyty, metamyelocyty a segmenty (Gallagher et al. 1979).
Gallagher et al. (1979) prokázali při zkoumání fagocytární aktivity buněk HL-
60, že pouze cca 5 - 10% buněk v nediferencované kultuře bylo schopno fagocytovat 
Candida albicans, což zhruba odpovídá procentuálnímu zastoupení buněk 
diferencovaných do vyšších stádií granulopoezy.  
Buněčná kultura může být stimulována nejrůznějšími induktory (např.: 
buthyrátem, hypoxantinem, DMSO, kyselinou retinovou či aktinomycinem D) a 
diferencovat se na neutrofilní granulocyty, monocyty, makrofágy nebo eosinofily 
(Collins et al. 1987). Po indukci granulocytární diferenciace 1,25% DMSO (Collins et  
al. 1978) a také kyselinou retinovou (Nordenfelt et al. 2009) se zvyšuje jejich schopnost 
fagocytózy.
2.5 Monocyty
Monocyty jsou největší krevní elementy a hlavní fagocytující buňky. Jejich 
velikost se pohybuje kolem 12-18 μm. Mají ledvinité jádro. Jejich cytoplazma 
neobsahuje granula.
Trebichavský (2009) se v knize Veterinární imunologie (Toman et al. 2009) v 
kapitole Imunitní systém a jeho funkce zmiňuje, že monocyty mají několik důležitých 
funkcí. Regulují zánět, hojení ran,  hemostázu, krvetvorbu, likvidují mrtvé buňky a 
mikroorganizmy, obnovují tkáně a jejich role je nezastupitelná v prezentaci antigenu T-
lymfocytům.
Vyvíjejí se v kostní dřeni z pluripotentní buňky, přes myeloidní progenitor, ze 
kterého se pomocí cytokinů (IL-3, GM-CSF, M-CSF) vyvíjí v monoblasty, 
promonocyty a do krevního oběhu vstupují jako monocyty. Jednotlivé populace 
monocytů se liší různou expresí povrchových molekul. Monocyty mohou pronikat do 
tkáně, ve které probíhá zánětlivá reakce a přeměnit se v makrofágy. Aktivují je 
především IFNγ a bakteriální lipopolysacharid LPS. Při zrání z monocytů na aktivované 
makrofágy roste počet lyzozómů, receptorů pro složky komplementu (CR3, CR4) a 
receptorů pro Fc fragment IgG (vysokoafinní FcγRI). Zlepšuje se schopnost fagocytózy 
a opsonizace. Do místa zánětu migrují po 6-12 hodinách, vydrží zde déle než neutrofily, 
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jsou schopny opakované fagocytózy a regulují průběh zánětu. Na cirkulujících 
monocytech je exprimovaná molekula CD14, která váže komplex LPS, který zvyšuje 
produkci zánětlivých cytokinů a mikrobicidní aktivitu. Pokud monocyty neproniknou 
do místa zánětu, vyzrávají v krvi a poté cestují do různých tkání, kde se přeměňují na 
tkáňové makrofágy (např.: Kupfferovy buňky, mesangiální buňky, mikroglie, 
aleveolární buňky, histiocyty, synoviální buňky,...atd.) (Trebichavský 2009).
2.5.1 DH82
Tato buněčná linie byla poprvé izolována Wellmanem et al. v roce 1988 z kostní 
dřeně psa, který trpěl maligní histiocytózou. Tyto buňky jsou kulaté, mají velké jádro, 
rostou v suspenzi i adherentně. Mají výrazně bazofilní cytoplazmu a vysílají 
pseudopodia. Obsahují vakuoly a lyzozómy.
Tvoří kyselou fosfatázu, ale netvoří alkalickou. Mají na svém povrchu 
exprimované Fcγ receptory, nemají Fcμ a C3b receptory. Jsou schopny fagocytovat 
latexové částice. Nevykazují aktivitu NK-buněk. Po stimulaci LPS neprodukují IL-1 
(Wellman et al. 1988).
Barnes et al. (2000) zjistili, že TNFα je buňkami DH82 produkován nezávisle na 
stimulaci LPS. Zvýšená sekrece  IL-6 je zaznamenána po stimulaci LPS. IL-1 buňky 
neprodukují ani po stimulaci LPS. Transkribují mRNA pro IL-1, ale buňka ji není 
schopna přetvořit v aktivní molekulu. Na svém povrchu mají vystaveny CD14.  
2.5.2 P388D1
Buněčná linie P388D1 jsou monocyty funkčně podobné makrofágům, které byly 
poprvé izolovány z lymfomu myši domácí (Mus musculus) (Koren et al. 1975). 
Snyderman et al. (1977) prokázali, že monocyty P388D1 adherují na plastový povrch. 
Jsou schopny fagocytovat latexové částice. Obsahují stejné či větší množství kyselé 
fosfatázy a β-glukuronidázy než aktivované makrofágy. Ale mají sníženou hladinu 
adenosin deaminázy, která je důležitá pro vyzrávání makrofágů a jejich normální funkci. 
A P388D1 nevykazují naprosto žádnou odpovídavost k chemotaktickým podnětům, což 
může být způsobeno poškozeným rozpoznáváním chemotaktických faktorů na 
membráně. Zato vykazují vysokou aktivitu ADCC (buněčné cytotoxicity závislé na 
protilátkách). 
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3. Materiál a metody
3.1 Materiál
3.1.1 Buňky
• HL-60                  
• P388D1
• DH82
Všechny buňky byly zakoupeny v buněčné bance LGC Promochem London.
3.1.2 Mikroorganismy
• plazma z nesrážlivé krve psa s potvrzenou infekcí Anaplasma phagocytophilum 
zmražena 15.6. 2007 a uchována při -20°C
(důkaz o potvrzení infekce pomocí PCR uvádí obr. 19) 
Obr. 19: Elektroforetická analýza produktů PCR pro DNA izolované z nesrážlivé krve 
psa. (1,8: Wide range DNA Marker, D7058; 2-4: primery EHR521, EHR790 (A. 
phagocytophilum); 2:  pozitivní kontrola - pes 2005 (VetMed 07); 3: vyšetřovaný pes 
(GR 9/2004); 4: negativní kontrola; 5-7: primery EEM2F, EEM1R (Ehrlichia ewigii, 
Gusa et al.); nebyla k dispozici pozitivní kontrola-použito amplikonu psa pozitivního na 
A. phagocytophilum - pes 2005 (VetMed 07); 6: vyšetřovaný pes (GR 9/2004); 7: 
negativní kotrola) - výsledek poskytnutý paní RNDr. D. Hulínskou, CSc.
• Borrelia burgdorferi sensu stricto B31
Kmen Borrelia burgdorferi sensu stricto B31 byl poprvé izolován W. 
Burgdorferem v roce 1981 z klíštěte Ixodes dammini. (Burgdorfer et al. 1982).
Tento kmen již ztratil mnohaletým pasážováním svou virulenci.
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• Borrelia garinii M192:
Kmen Borrelia garini M192 byl poprvé izolován paní RNDr. Dagmar 
Hulínskou, CSc. v roce 1998 z klinického vzorku mozkomišního moku pacienta 
s lymeskou borreliózou s příznaky těžké encefalomeningitidy.
Charakteristickou vlastností tohoto kmene je jeho prokázaná 
virulentnost.  
Kultivace obou kmenů probíhá při 34°C v BSK-H médiu.
(Hulínská, osobní sdělení)
3.1.3 Média a obohacovadla
• RPMI Medium 1640, Invitrogen, USA
• DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium), ATCC, Anglie
• FBS, Invitrogen, USA
• BSK-H, Sigma-Aldrich, Německo
3.1.4 Chemikálie 
• May-Grünwald, Penta, Česká republika
• Giemsa-Romanovski, fa RNDr. Jan Kulich Hradec Králové, Česká republika
• barva dle Wrighta-Giemsy (Wright-Giemsa Stain WG16), Sigma-Aldrich, 
Německo
• trypanová modř (Trypan Blue), Sigma-Aldrich, Německo
• dimethylsulfoxid (CryoSure-DMSO), WAK-Chemie Medical, Německo 
• methanol p.a., Lach-Ner, Česká republika
• kyselina octová p.a., Lach-Ner, Česká republika
• ethylalkohol absolutní, Penta, Česká republika
• n-propylalkohol, Lachema, Česká republika
• glukóza, Sigma-Aldrich, Německo
• glutaraldehyd (25% roztok), Sigma-Aldrich, Německo
• kakodylát sodný, Sigma-Aldrich (Fluka), Německo
• agaróza, Sigma-Aldrich, Německo
• ethidium bromid (150 μg/ml), Sigma-Aldrich (Fluka), Německo
• propylenoxid, Sigma-Aldrich, Německo
• EPON 812, Serva, Německo
• DDSA (dodecenyl succinic anhydride), Sigma-Aldrich, Německo
• MNA (methylnadic anhydride), Serva, Německo
• DMP (2,4,6-tris(dimethylaminomethyl)phenol), Serva, Německo
• oxid osmičelý, Sigma-Aldrich, Německo
• toluidinová modř, Merck, Německo
• tetraboritan sodný, Merck, Německo
• kyselina fosfomolybdenová, Serva, Německo
• imerzní olej, Carl Zeiss Jena, Německo
• nanášecí roztok pro elektroforézu (GelPilot DNA Loading Dye), Qiagen, 
Německo
• Wide range DNA Marker D7058, Sigma-Aldrich, Německo
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• LD primery, Generi Biotech, Česká republika: 
LD (+): ATGCACACTTGGTGTTAACTA 
LD (-): GACTTATCACCGGCAGTCTTA  
(Marconi a Garon 1992)
• OspA2 primery, Generi Biotech, Česká republika: 
       L5 (+): TGGATCTGGAGTACTTGAAGGCGT
       R5 (-): AGTGCCTGAATTCCAAGCTGCAGT        
       (Manak et al. 1997)
3.1.5 Roztoky
• fixační roztok pro barvení (methanol, kyselina octová; 3:1)
• 5,4% roztok glukosy 
• 1 mM kakodylátový pufr 
• fixační roztok dle Sabatiniho (2,4 ml 25% glutaraldehydu; 12,6 ml 
kakodylátového  pufru a 1,5 ml roztoku glukosy)
• 1% roztok oxidu osmičelého v kakodylátovém pufru
• barvící roztok pro barvení toluidinovou modří (1% tetraboritan sodný, 
1% toluidinová modř; 1:1)
• TAE pufr, pH 8 (242 g Tris; 57,1 ml kys. octová; 100 ml 0,5 mM EDTA - 
doplněno na objem 1l destilovanou vodou)
3.1.6 Komerční kity
• QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Německo
• Taq PCR Master Mix Kit, Qiagen, Německo
3.1.7 Laboratorní zařízení
• Biohazard box EUROFLOW EF/S, Clean Air, Holandsko
• CO2 kultivační box, ShellLab, Německo
• DNA box, BioTech, Česká republika
• termocykler DNA Engine (Peltier Termal Cycler), Bio-Rad, USA
• elektroforetická vana B1, Owl Separation Systems, USA
• centrifuga T54, MLW Medizin Technik, Německo
• centrifuga Mini Spin plus, Eppendorf, Německo
• centrifuga Mikro 20, Hettich Zentrifugen, Německo
• termostat MD-02, Major Science, USA
• transmisní elektronový mikroskop JEOL 100CX, Japonsko
• mikroskop BH2, Olympus, Japonsko
• fotoaparát C-5060WZ, Olympus, Japonsko
• Bürkerova komůrka, Marienfeld, Německo
• pipetor Powerpette plus, Jencous, UK
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• pipety: Finpipette Focus, jednokanálová (100-1000 μl), USA 
Socorex Acura 825, jednokanálová (20-200 μl), USA
Thermo Labsystems 4500, jednokanálová (10-100 μl), USA
Eppendorf, jednokanálová (1-20 μl), Německo
            Finpipette, jednokanálová (0,5-10 μl), USA
• analytické váhy Mettler AE 163, USA
• kontejner na tekutý dusík GT11, Air Liquide, Francie
3.1.8 Ostatní
• lahvičky pro buněčné kultury (25 cm2), TPP, Švýcarsko
• jednorázové serologické pipety Dispenser (1, 2, 5, 10 ml), TPP, Švýcarsko
• mrazící kontejner Mr. Frosty Cryo 1°C Freezing Container, Nalgene, USA
• centrifugační zkumavky (15 ml), Biologix Research Company, USA
• mikrozkumavky (1,5 ml), mikrozkumavky pro PCR (0,2 ml)
• kryozkumavky (2 ml)
• laboratorní sklo: kádinky 50, 400 ml; odměrné válce 10, 50, 100 ml; 
    Petriho misky; skleněné zkumavky; skleněné kyvety pro 
    barvení; zásobní lahve - 1000, 200, 100 ml; 
    Erlenmeyerova baňka, podložní a krycí skla
• plastové a kovové stojánky na zkumavky a mikrozkumavky, chlazený stojánek 
• želatinové kapsle, síťky, špičky, špejle, štítky, parafilm M, latexové rukavice
3.2 Metody
Veškeré uvedené metody a postupy práce mi byly poskytnuty mou školitelkou 
paní RNDr. D. Hulínskou, CSc.
3.2.1 Práce s buněčnými kulturami
Buňky se pěstují v kultivačních nádobách v kultivačních médiích. Ta obsahují 
potřebné ionty, pufry, zdroje energie, aminokyseliny, vitamíny, růstové faktory a další 
pomocné látky. Směs potřebných růstových faktorů, stopových prvků a dalších látek 
potřebných v nízkých koncentracích se obvykle dodává přídavkem FBS. Pro optimální 
růst je třeba tkáňové kultury pěstovat ve sterilním prostředí se stálou teplotou kolem 37 
°C, zvlhčenou atmosférou a 5% obsahem oxidu uhličitého.
Během své práce jsem pracovala s buňkami HL-60 a monocyty (P388, DH82), 
která vyžadují odlišná kultivační média. Buňky HL-60 a myší monocyty P388D1 byly 
kultivovány v médiu RPMI 1640 a psí monocyty DH82 v DMEM. Vždy bylo 
připraveno čerstvé kompletní médium, kdy příslušné médium bylo obohaceno FBS, tak 
aby jeho obsah činil 10% v médiu.
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3.2.1.1 Rozmražení a kultivace buněk
Kryotuba s buňkami byla vyjmuta z kontejneru s kapalným dusíkem a vložena 
do stojánku s teplou vodou, aby došlo k rychlému rozmražení. Obsah kryotuby byl 
převeden do 5 ml předehřátého kompletního média (RPMI či DMEM dle typu buněk) a 
centrifugován 5 minut/1500 rpm. Poté byl odstraněn supernatant, sediment 
resuspendován v 1 ml média a 0,5 ml buněčné suspenze bylo přidáno ke 4,5 ml 
předehřátého kompletního média v kultivační lahvičce. Lahvička byla umístěna do 
termostatu a kultivována při 37°C a 5% CO2. 
3.2.1.2  Pasážování buněk a výměna média
Při dobrém nárustu buněk o koncentraci kolem 1.106 buněk/ml byla provedena 
pasáž. Bylo odebráno 0,5 ml původní kultury, která byla přidána do 4,5 ml předehřátého 
kompletního média v kultivační lahvičce a dále kultivována při 37°C a 5% CO2. 
Pro udržení kultury byla provedena výměna média, kdy byl odebrán určitý 
objem kultury a přidán stejný objem předehřátého kompletního média.
3.2.1.3 Zamražování buněk
Čisté a nekontaminované buněčné kultury narostlé na hustotu kolem 1.106 
buněk/ml byly zmrazeny pro pozdější použití. Obsah kultivační lahvičky byl převeden 
do centrifugační zkumavky a centrifugován 5 min/1800 rpm. Poté byl odstraněn 
supernatant a sediment byl resuspendován ve vhodném objemu připraveného 
zmrazovacího média a převeden do kryozkumavky. Zmrazovací médium bylo 
připraveno z kompletního média, s přídavkem DMSO na konečnou koncentraci 10%  ve 
zmrazovacím médiu. Kryozkumavky se umístily do mrazícího kontejneru do jehož 
pláště byl předem nalit propylalkohol. Mrazící kontejner byl poté umístěn na 24 hodin 
do mrazícího boxu a zmražen při -75°C a pak byla kryozkumavka přemístěna do 
stojánku v kontejneru na tekutý dusík.
3.2.2 Stanovení počtu buněk a jejich životnosti 
Počítání buněk v Bürkerově komůrce je nejjednodušší metoda stanovení počtu 
buněk. Na mikroskopickém sklíčku jsou vybroušená dvě pole hluboká přesně 0,1 mm, 
na jejichž dně je síťovitý obrazec. Počet živých a mrtvých buněk ve vzorku se stanoví 
přidáním barviva, které neprochází intaktní buněčnou membránou, nebo je z 
intracelulárního prostoru aktivně transportováno ven. Nejčastěji se používá roztoku 
trypanové modři. Živé buňky zůstanou bezbarvé, zatímco mrtvé buňky, u nichž
je porušena integrita buněčné membrány a jejích transportních mechanismů, se rychle 
zbarví do modra.
Podle návodu pro Bürkerovu komůrku bylo postupováno při počítání buněk 
tímto způsobem. Bylo odebráno 50 μl buněčné suspenze do mikrozkumavky, k ní bylo 
přidáno 10 μl trypanové modři. Pomocí pipety byla naplněny obě poloviny Bürkerovy 
komůrky po 10 μl. 
Pod světelným mikroskopem byly počítány zvlášť živé (bezbarvé) a mrtvé 
(modré) buňky. Buňky byly počítány ve čtyřech rohových čtvercích. Za hranici čtverce 
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byla považována prostřední linka z trojité čáry. Z buněk, které ležely na okraji čtverce, 
byly počítány ty, které se i jen dotýkaly levého nebo horního okraje, a naopak nebyly 
počítány buňky, ketré se i jen dotýkaly pravého nebo dolního okraje.
Počet buněk byl vypočítán pomocí vzorce:
P =  (NxDx1000)/(HxS) = (Nx1,2x1000)/(0,1x4) = (N/4)x1,2x104 ,
kde P je počet buněk na 1 ml suspenze
    N je celkový počet spočítaných buněk
      D je ředění suspenze
      H je hloubka komůrky v mm
      S je počet čtverců
Životnost buněčné kultury byla vypočítána v procentech jako podíl živých buněk 
ku celkovému počtu.
3.2.3 Stanovení počtu spirochét
Počet spirochet v kultuře se stanovuje pomocí nativního preprátu pozorovaného 
v zástinu při 400x zvětšení. 
Na podložní sklo bylo přeneseno 4,5 μl kultury Borrelia, která byla předem 
naředěna BSK médiem podle nárustu tak, aby pro usnadnění počítání bylo v každém 
zorném poli nejméně 20-30 spirochét. Kapka byla překryta krycím sklem a preparát byl 
pozorován pod mikroskopem. Počet Borrelia byl stanoven v 10 zorných polích.
Počet Borrelia byl stanoven podle vzorce:
P= (NxDx3,81x105)/S,
kde P je celkový počet Borrelia na 1 ml suspenze
N je celkový počet spočítaných Borrelia
D je ředění suspenze
3,81x105 je konstanta pro mikroskop a objem použitého 
sklíčka
S je počet zorných polí
3.2.4 Infekce buněk HL-60 a monocytů  Borrelia sp.  
Do 4,5 ml buněčné kultury o hustotě cca 0,7-1.106 buněk/ml bylo přeneseno 0,5 
ml kultury určitého kmene Borrelia (Borrelia burgdorferi sensu stricto B31, Borrelia 
garinii M192). Kmen Borrelia byl dodán předpěstovaný v BSK-H médiu v 34°C. Počet 
Borrelia v infikované kultuře byl cca 2-4.105 spirochét/ml. Tedy infekce buněk Borrelia 
byla obvykle provedena v poměru 1:3-4. Kultivační lahvička byla dále kultivována při 
37°C, 5% CO2. Následně byly prováděny odběry ve 3. a 5. hodině kultivace. Ve 3. 
hodině 10 μl na nativní preparát; 0,5 ml na fixaci a následné barvení dle Wrighta-
Giemsy. V 5. hodině bylo provedeno totéž a bylo odebráno 2 ml kultury na fixaci 
vzorku pro elektronovou mikroskopii. V případě vzorku č. 5 jsme ověřovali přítomnost 
Borrelia ve vzorku po kultivaci buněk HL-60 s Bg (M192) pomocí PCR. Všechny práce 
byly prováděny ve vyzářeném Biohazard boxu.
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Tabulka 1: Přehled počtů buněk HL-60 a Borrelia na počátku kultivace:
Vzorek Buňka
Počet živých 
buněk 
(buňky/ml) 
Životnost 
buněk (%)
Druh a kmen 
Borrelia
Počet Borrelia 
v infikované kultuře 
(spirochéty/ml)
1 HL-60 0,9.106 63% Bg (M192) 2,6.105
2 HL-60 0,6.106 57% Bg (M192) 2,6.105 
3 HL-60 1,1.106 92% Bg (M192) 3,9.105 
4 HL-60 1,1.106 61% Bg (M192) 3,9.105 
5 HL-60 3,2.106 89% Bg (M192) 1,8.105
6 HL-60 3,6.106 90% Bbss (B31) 1,6.105
Tabulka 2: Přehled počtů monocytů a Borrelia na počátku kultivace:
Vzorek Buňka
Počet živých 
buněk 
(buňky/ml) 
Životnost 
buněk (%)
Druh a kmen 
Borrelia
Počet Borrelia 
v infikované kultuře 
(spirochéty/ml)
7 P388 1,0.106 72% Bg (M192) 3,1.105 
8 DH82 0,8.106 93% Bbss (B31) 3,7.105 
3.2.5 Kultivace  Anaplasma phagocytophilum   na buňkách HL-60 
Pro kultivaci Anaplasma phagocytophilum nám byl poskytnut vzorek plazmy psa 
mou školitelkou paní RNDr. Hulínskou. Vzorek plazmy pocházel od psa, u kterého byla 
již dříve potvrzena infekce A. phagocytophilum (viz výsledek PCR v kapitole 3.1 
Materiál - 3.1.2 Mikroorganismy) a provedena izolace kultivací. Výsledky práce s tímto 
vzokem nebyly zatím publikovány. Plazma byla před tím zamražena při -70°C a 
převedena před další izolací do -20°C. Po rozmražení při pokojové teplotě byl vzorek 
převeden do kultivační lahvičky s předem napěstovanými buňkami HL-60 v médiu 
RPMI 1640 o hustotě cca 0,207.106 buněk/ml (životnost 84%) a dále kultivován při 
37°C a 5% CO2. Souběžně byla kultivována stejným způsobem čistá buněčná kultura 
HL-60 bez infekce jako negativní kontrola. 
V průběhu kultivace bylo dle potřeby vyměňováno médium, byly prováděny 
odběry ke stanovení počtu buněk, k barvení dle May-Grünwalda-Giemsy či Wrighta-
Giemsy a k fixaci vzorku pro elektronovou mikroskopii. Schéma prací uvádí tabulka 3.
Při kultivaci je potřeba dodržet několik zásad. Při rozmražování buněk HL-60 se 
musí buněčná suspenze při propírání od zmrazovacího média centrifugovat 5 
minut/1500 rpm, aby nedošlo k poškození buněk. Ke kultivaci by se měly používat 
výhradně kultivační lahvičky s uzávěrem bez pórů k tomu určené, aby se zabránilo 
kontaminaci z termostatu. Měli bychom pracovat sterilně, v rukavicích, s rouškou a ve 
vyzářeném Biohazard boxu. Každé 3 - 4 dny by se mělo měnit médium za čerstvé, aby 
byl zabezpečen dostatečný přísun živin pro buňky. Měla by se zachovat alespoň jedna 
kultivační lahvička s neinfikovanými buňkami HL-60 jako negativní kontrola a zdroj 
pro další pasáž. Při kultivacích by se měly provádět maximálně 2-3 pasáže, a pak by se 
měly buňky HL-60 zamrazit, protože buňky mohou pasážováním ztratit PSGL-1, který 
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je důležitým receptorem, na který se A. phagocytophilum váže a jehož prostřednictvím 
do buňky vstupuje (Herron et al. 2000).
Tabulka 3: Schéma kultivace Anaplasma phagocytophilum na buňkách HL-60
Den kultivace 
od infekce Práce s kulturou
1. stanovení počtu buněk v původní kultuře (PK)infekce PK plazmou psa
4.
výměna média PK
fixace a barvení PK
fixace na elektronovou mikroskopii PK
6. provedení 2. pasáže (2PA, 2PB)přídavek antibiotik penicilin G do PK, 2PA a 2PB 
7. stanovení počtu buněk ve 2PA, 2PBfixace a barvení PK a 2PA, 2PB
8. výměna média 2PA, 2PBfixace PK na elektronovou mikroskopii
11.
stanovení počtu buněk ve 2PA, 2PB
výměna média 2PA, 2PB
fixace a barvení 2PA, 2PB
12. fixace 2PA na elektronovou mikroskopiizmražení buněk 2PB
(Poznámka: PK-původní kultura; 2PA-druhá pasáž, lahvička A; 2PB-druhá 
 pasáž,lahvička B)
3.2.6 Nativní preparát pozorovaný v zástinu (temném poli) 
Je to preparát, pomocí kterého se přímo prohlížejí živé mikroorganismy a buňky. 
Při infekci buněk Borrelia jsme pro lepší zviditelnění Borrelia používali pozorování v 
zástinu.
Z infikované kultury buněk Borrelia bylo odebráno 10 μl a přeneseno na 
podložní sklo. Kapka byla přikryta krycím sklem a pozorována v zástinu při 400x 
zvětšení pod mikroskopem.
3.2.7 Fixace buněk pro barvení
Z kultury bylo odebráno do mikrozkumavky 0,5 ml suspenze buněk. K ní bylo 
přidáno 0,5 ml čerstvého fixačního roztoku pro barvení. Vzorek byl fixačním roztokem 
pro barvení dvakrát promyt stejným objemem, přičemž poprvé byl ponechán fixovat 15 
minut a podruhé 5 minut. Mezi fixacemi byl vzorek centrifugován 5 minut/1800 rpm a 
byl z něj odstraněn supernatant. Nakonec byl sediment resuspendován ve 20 μl 
fixačního roztoku pro barvení a pomocí pipety bylo přeneseno dvakrát 10 μl suspenze 
na připravené podložní sklo. 
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3.2.8 Barvení preparátu dle Wrighta-Giemsy a dle May-Grünwalda-Giemsy
Tato dvě modifikovaná barvení používají kombinaci dvou barvení ke studiu 
morfologie leukocytů, k detekci parazitů, buněčných inkluzí a mikroorganismů v 
krevních buňkách.
Při barvení dle Wrighta-Giemsy bylo podložní sklo s fixovanými buňkami 
ponecháno 30-60 minut schnout a pak byl preparát obarven dle návodu horizontální 
metodou barveni dle Wrighta-Giemsy. Barvivo bylo naneseno na sklo a nechalo se 
působit 1 minutu, poté bylo zředěno destilovanou vodou přibližně v poměru 1:1a bylo 
ponecháno působit ještě 2,5 minuty. Poté bylo sklo s obarveným preparátem opláchnuto 
destilovanou vodou a ponecháno volně schnout na vzduchu. 
Při barvení dle May-Grünwalda-Giemsy bylo podložní sklo s fixovanými 
buňkami ponecháno 30-60 minut schnout a pak byl preparát barven v kyvetě s roztokem 
dle May-Grünwalda po dobu 10 minut a pak dobarven v kyvetě s roztokem dle Giemsy 
zředěným destilovanou vodou v poměru 1:9 po dobu 8 minut. Nakonec byl preparát 
opláchnut destilovanou vodou a nechán schnout volně na vzduchu.
3.2.9 Příprava preparátu pro transmisní elektronovou mikroskopii (TEM)
Příprava preparátu pro TEM zahrnuje fixaci, jejímž cílem je zachovat buněčnou 
ultrastrukturu s minimem změn oproti nativnímu stavu, zabránit degradačním procesům 
a vzorek stabilizovat. Dalším krokem je dehydratace. Vzorky pro TEM nesmí obsahovat 
vodu, protože jsou v mikroskopu vystaveny vysokému vakuu a z mokrých preparátů, by 
se voda bouřlivě vypařovala, což by mohlo vést k degradaci preparátu. V neposlední 
řadě musel být v našem případě vzorek dehydratován také proto, že jsme používali 
zalévací médium (epon), které je nemísitelné s vodou. Pro zalévání preparátu do bločku 
se používají různé typy pryskyřic (epoxidové, akrylátové, polyesterové). Účelem je dát 
zpracovanému vzorku takové vlastnosti, aby ho bylo možné nakrájet na ultratenké řezy 
do 100 nm.
3.2.9.1 Fixace
Z kultivační lahvičky byly obebrány 2 ml buněčné kultury do 15 ml zkumavky a 
centrifugovány 10 minut/1500 rpm. Poté byl odebrán supernatant, přičemž byl 
ponechán 1 ml média nad sedimentem. Do média byl přidán 1 ml fixačního roztoku dle 
Sabatiniho. Vzorek byl fixován 1 hodinu, poté byl centrifugován 10 minut/4000 rpm. 
Pak byl odstraněn supernatant a sediment zalit 8 ml fixačního roztoku dle Sabatiniho a 
fixován v lednici přes noc.
Po fixaci v roztoku dle Sabatiniho byl odebrán supernatant, sediment převeden 
do mikrozkumavky a dvakrát vypírán v 1 mM kakodylátovém pufru, přičemž 
mikrozkumavka se vzorkem byla centrifugována 5 minut/3000 rpm a mezi 
centrifugacemi byl vzorek ponechán v 1mM kakodylátovém pufru 5 minut stát.
Po odsátí supernatantu byly ke vzorku přidány 2 kapky 1% OsO4 a vzorek byl 
fixován 1 hodinu. 
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3.2.9.2 Dehydratace
Postupně byl vzorek dehydratován vypíráním dvakrát po dobu 5 minut ve 
vzestupné koncentrační řadě alkoholu (50%,70%,80% a 96%). Mezi kroky dehydratace 
byl v 50% alkoholu ještě centrifugován 5 minut/3000 rpm. Potom byl vzorek umístěn 
do absolutního alkoholu, pak do směsi absolutního alkoholu a propylenoxidu v poměru 
1:1, nakonec do propylenoxidu a to vždy na 10 minut. Následně byl vzorek prosycován 
eponem.
3.2.9.3 Příprava eponu
Před započetím práce byla připravena směs eponu. Nejdříve byl smísen EPON 
812 s DDSA v poměru 5:8 a směs se míchala 10 minut. Pak byl smísen EPON 812 s 
MNA v poměru 8:7 a směs byla míchána 10 minut. Nakonec byly obě směsi spojeny a 
opět míchány 10 minut. Na zpracování 1 vzorku bylo potřeba cca 10 ml eponu.
3.2.9.4 Prosycování eponem a zalévání
Dehydratovaný vzorek byl prosycován směsí připraveného eponu a 
propylenoxidu v poměru 1:3, 1:1 a 3:1. V každé směsi se vzorek ponechal inkubovat 1 
hodinu a ve směsi 3:1 přes noc.
Na druhý den bylo do eponu přidáno tvrdidlo DMP v poměru 2:0,03 (při 
zpracování 1 vzorku bylo do 14 ml směsi eponu přidáno 0,21 ml tvrdidla DMP) a směs 
byla míchána 10 minut. Ke vzorku byl přidán kompletní epon (s tvrdidlem) a nechal se 
1 hodinu inkubovat. Poté byl vzorek přemístěn do kapsle, zalit kompletním eponem a 
podle potřeby umístěn do mikrozkumavky a centrifugován 10 minut/10 000 rpm pro 
usazení vzorku na dno kapsle. Nakonec se kapsle ponechala 1 den polymerovat při 
37°C a pak 5 dní při 60°C do úplného zatuhnutí.
3.2.9.5 Krájení a pozorování
Zalité preparáty v eponu byly krájeny na polotenké a ultratenké řezy 1A silné na 
mikrotonu Reichert. Řezy byly přemístění na síťky, barveny v uranylacetátu a citrátu 
olova. Ultratenké řezy byly prohlíženy v elektronovém mikroskopu a fotografovány. 
Všechny tyto práce byly prováděny paní RNDr. Dagmar Hulínskou, CSc. 
3.2.10 Barvení polotenkých řezů toluidinovou modří
Polotenký řez na podložním skle byl obarven za tepla roztokem 1% toluidinové 
modři po dobu 30s. Poté byl preparát opláchnut destilovanou vodou a vysušen na 
vzduchu.
3.2.11 Metoda negativního barvení
Bylo odebráno 0,5 ml infikované kultury buněk HL-60 Borrelia garinii M192 
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do mikrozkumavky, která byla centrifugována 5 minut/3000 rpm. Poté bylo odebráno 
10 μl sedimentu přímo na síťku a 10 μl jako kapka. Na povrch kapky se vzorkem byla 
položena síťka podložní fólií dolů na 2 minuty. Poté byla síťka se vzorkem pomocí 
pinzety otočena vzorkem nahoru a přebytečná tekutina odstraněna filtračním papírem. 
Pak byla síťka namočena do 1% kyseliny fosfomolybdenové a osušena filtračním 
papírem. Takto připravená síťka byla prohlížena v transmisním elektronovém 
mikroskopu JEOL 100CX (Japonsko).
3.2.12 Izolace DNA
DNA byla izolována pomocí kitu QIAamp DNA Mini Kit (Quiagen) ze vzorku 
buněk HL-60 kultivovaných s Borrelia garinii M192 (vzorek č. 5). Bylo odebráno 1,5 
ml do mikrozkumavky a vzorek byl centrifugován 10 minut/10 000 rpm. Supernatant 
byl odstraněn a vzorek promyt dvakrát destilovanou vodou, přičemž byl vždy 
centrifugován 10 minut/10 000 rpm. Dále bylo při zolaci DNA postupováno dle návodu 
výrobce. Poté bylo k sedimetu přidáno 20 μl proteinázy K a 180 μl ATL pufru. Vzorek 
byl promíchán a inkubován 2 hodiny při 56°C. Pak byl ke vzorku přidán AL pufr 
(180μl), obsah mikrozkumavky byl homogenizován a vzorek byl dále inkubován 10 
minut při 70°C. Pak bylo přidáno 210 μl absolutního ethanolu. Obsah mikrozkumavky 
byl homogenizován a převeden na kolonku. Dále následovala centrifugace 
1 minutu/8000 rpm. Kolonka byla přenesena do nového nosiče a na povrch kolonky 
bylo naneseno 500 μl AW1 pufru. Poté následovala opět centrifugace 
1 minutu/8 000 rpm a kolonka byla opět přenesena do nového nosiče. Na povrch 
kolonky bylo aplikováno 500 μl AW2 pufru a následovaly dvě centrifugace 
3 minuty/11000 rpm a 1 minuta/11000 rpm, mezi kterými byly vyměňovány nosiče. 
Nakonec bylo na povrch kolonky naneseno 200 μl AE pufru a po 1 minutě byla kolonka 
centrifugována 1 minutu/8000 rpm. Filtrát byl převeden do mikrozkumavky a ještě 
jednou bylo zopakováno promytí elučním AE pufrem (200 μl). Celkové množství 400 μl 
filtrátu v mikrozkumavce bylo uloženo v mrazícím boxu při cca -20°C.
3.2.13 Polymerázová řetězová reakce
PCR je amplifikační reakce, ve které se s použitím specifických primerů zmnoží 
požadovaný úsek DNA. Její podstatou je opakující se enzymová syntéza nových řetězců 
vybraných úseků dvouřetězcové DNA, ke které dochází po připojení dvou primerů 
vázajících se na protilehlé řetězce DNA.
Při PCR byl použit kit Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen). Byla připravena 
reakční směs smícháním 100 μl  Taq PCR Master Mix, 62 μl PCR vody a k ní byly 
přidány LD primer 1, 2 a OspA2 primer 1,2, které byly zředěny tak, aby jejich výsledná 
koncentrace byla 5 μM. 17 μl reakční směsi s LD primery bylo napipetováno do 0,2 ml 
mikrozkumavek. K ní bylo přidáno 3 μl templátové DNA (vzorek, negativní kontrola 
(DNA z čisté buněčné kultury HL-60), pozitivní kontrola-DNA kmenů Borrelia 
burgdorferi sensu stricto B31 a Borrelia afzelii KC90). Směs pro PCR byla připravena v 
DNA boxu. Nakonec byly zkumavky přemístěny do termocykleru DNA Engine (Bio-
Rad). Parametry reakce byly následující - denaturace: 94°C/60 s, annealing: 47°C/30 s, 
elongace: 72°C/60 s. Celkem proběhlo 35 cyklů.
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3.2.14 Gelová elektroforéza
Elektroforéza je separační metoda, která využívá k dělení látek odlišnou 
pohyblivost nabitých molekul ve stejnosměrném elektrickém poli.
Byl připraven 1% agarózový gel. 1,5 g agarózy bylo rozpuštěno ve 150 ml TAE 
pufru (pH=7,5) v Erlenmeyerově baňce. Směs se zahřála, horký gel se nechal mírně 
schladnout a byla do něj přidána kapka 10% ethidium bromidu. Poté byl gel nalit do 
elektroforetické vany. Po ztuhnutí byl z gelu vyjmut hřeben a do vany byl nalit TAE 
pufr tak, aby byl gel ponořen v pufru. 
Po skončení PCR byly vyjmuty mikrozkumavky z termocykleru. Postupně bylo 
smícháno 7 μl každého vzorku včetně markeru, negativní a pozitivní kontroly s kapkou 
nanášecího barvícího roztoku (GelPilot DNA Loading Dye). Následně bylo 7 μl této 
směsi přeneseno do jamky na agarózovém gelu. Poté byla elektroforetická vana 
uzavřena a probíhala samotná elektroforéza (75 minut při 93 V a 160 mA). Po skončení 
elektroforézy byl gel vytažen do nádobky s pufrem a v případě slabého zabarvení byl 
gel dobarven v pufru s 2-3 kapkami 10% ethidium bromidu po dobu 10 minut a vyprán 
v tekoucí vodě. Pak byl gel pozorován pod UV lampou.
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4. Výsledky
4.1. Interakce  Borrelia sp.  s buňkami HL-60  
Při zkoumání interakcí buněk HL-60 s Borrelia sp. jsme zjistili, že atakují buňku 
většinou ve větším množství, ale pronikají do nich ojediněle. Vyskytují se extracelulárně 
i intracelulárně v jednotlivých buňkách a spíše ve starších či poškozených. V mladých 
buňkách se Borrelia nevyskytují, protože buňky jsou malé, mají velké jádro a málo 
cytoplazmy, do které by Borrelia pronikla. Do starších velkých buněk Borrelia 
pronikají, protože mají dostatek cytoplazmy.
Borrelia byly internalizovány většinou v endozómech či ve fagozómech a to buď 
jednotlivě nebo více Borrelia ve velkém váčku. Pravděpodobně se uplatňovaly všechny 
mechanizmy fagocytózy - běžný typ i coiling fagocytóza, jak ji nazval Rittig et al.  
(1992). Tube fagocytózu, jak byla nazvána Suhonenem et al. (1998), se mi nepodařilo 
dokázat, protože probíhá až po delší době kultivace, přibližně po 12 hodinách, u 
přežitých buněk a mladých Borrelia (Suhonen et al. 1998). Po 5 hodinách kultivace 
byly na snímcích z elektronové mikroskopie zaznamenány rezidua proužků membrány a 
Borrelia volně v cytoplazmě buněk (coiling) a váčky s poškozenými Borrelia či 
jednotlivé Borrelia ve váčcích, které splývají s azurofilními granuly (běžný typ), ze 
kterých by se dalo podle Rittig et al. (1998) usuzovat na coiling a běžný typ fagocytózy. 
V elektronovém mikroskopu při negativním barvení jsme se přesvědčili, že jsou 
Borrelia schopny s sebou strhávat výběžky buněk, které buňka vysílá v obraně proti 
infekci, a obalovat se jimi.
4.1.1 Pozorování nativních preparátů v zástinu
Ve 3. hodině kultivace po infekci jsme v nativním preparátu pozorovali živé 
pohyblivé spirochéty, v případě Bg (M192) spíše volně mezi buňkami (Obr. 21). Bbss 
(B31) aktivovaly buňky více, tvořily shluky kolem buněk a měnil se tvar buněk (Obr. 
20). 
Podobné chování bylo pozorováno při kultivaci v 5. hodině infekce.
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Obr. 20: Buňky HL-60 a Bbss (B31) ve 3. hodině kultivace. Borrelia napadají buňky, 
narážejí jedním koncem těla na membrány a mění se tvar buněk. Nativní preparát - 
temné pole. 400x  
Obr. 21: Buňky HL-60 a Bg (M192) ve 3. hodině kultivace. Borrelia se nachází spíše 
volně mezi buňkami, ojediněle naráží na jejich membránu. Nativní preparát - temné 
pole. 200x 
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Obr. 22: Buňky HL-60 a Bg (M192) v 5. hodině kultivace. Borrelia volně mezi 
buňkami. Nativní preparát - temné pole. 200x  
4.1.2 Preparáty obarvené dle Wrighta-Giemsy
Při pozorování preparátů obarvených dle Wrighta-Giemsy byly ve 3. i v 5. 
hodině kultivace u obou kmenů pozorovány mladé i staré buňky HL-60 s Borrelia 
adherovanými na povrch jednotlivých buněk i volně mezi buňkami (Obr. 23). Napadené 
buňky byly většinou staré, morfologicky změněné, měly obvykle rozpadlé jádro či byla 
patrna velká granula v cytoplazmě (Obr. 24). 
Obr. 23: Buňky HL-60 a Bg (M192) ve 3. hodině kultivace. Borrelia se nacházejí volně 
mezi buňkami. Barvení dle Wrighta-Giemsy. 400x 
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Obr. 24: Buňky HL-60 a Bg (M192) v 5. hodině kultivace. Borrelia adherované na 
povrch buňky HL-60. Barvení dle Wrighta-Giemsy. 400x 
4.1.3 Polotenké řezy obarvené toluidinovou modří
Na polotenkých řezech obarvených toluidinovou modří jsme měli možnost 
pozorovat Borrelia jak intracelulárně v cytoplazmě buněk či ve fagozómech, tak 
extracelulárně mezi buňkami. Borrelia se nacházela opět spíše ve starých buňkách s 
rozpadajícím se jádrem, poškozenou membránou a velkými granuly (Obr. 25).
Obr. 25: Buňky HL-60 a Bg (M192) v 5. hodině kultivace. Jsou zde patrny Borrelia  
(drobné tmavé tečky) v cytoplazmě buněk, některé ve fagozómu (se světlejší zónou 
kolem). Borrelia jsou patrny i extracelulárně mimo buňky. Polotenký řez obarvený 
toluidinovou modří. 400x
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4.1.4 Transmisní elektronová mikroskopie
Na snímcích z elektronové mikroskopie jsou patrny Borrelia ve velkých, či 
starších buňkách HL-60 uvnitř fagozómů obklopených membránou (Obr. 26). Podařilo 
se nám také zachytit situaci, kdy buňka obchvacuje pseudopodiemi během fagocytózy 
větší počet Borrelia nebo došlo k ruptuře váčku a úniku Borrelia z něj (Obr. 27). Mladé 
buňky byly většinou bez přítomnosti internalizovaných spirochét (Obr. 28). Ojediněle 
jsme však zachytili Borrelia volně v cytoplazmě buněk a navázané těsně na 
cytoplazmatickou membránu, kterou s největší pravděpodobností enzymaticky 
rozpouštěly (Obr. 29). 
Obr. 26: Buňka HL-60 s internalizovanými Bg (M192) v 5. hodině kultivace. Poškozené 
i nepoškozené Borrelia ve fagozómech. Jsou zde patrny Borrelia ve váčcích, které 
splývají s azurofilními granuly. TEM. 14 328x  
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Obr. 27: Buňka HL-60 a Bg (M192) v 5. hodině kultivace. Buňka nejspíš fagocytuje 
větší počet Borrelia do velkého fagozómu klasickým typem fagocytózy nebo došlo k 
ruptuře fagozómu a úniku Borrelia do okolí. Nalevo od velkého fagozómu  je patrný 
proužek pozůstalé membrány v cytoplazmě, která nám zřejmě signalizuje, že buňka 
dříve fagocytovala Borrelia prostřednictvím coiling fagocytózy. TEM. 14 328x  
Obr. 28: Buňka HL-60 a Bg (M192) v 5. hodině kultivace. Nejsou patrny Borrelia ve 
fagozómech ani volně v cytolazmě, pouze extracelulárně. TEM. 10 328x  
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Obr. 29: Buňka HL-60 a Bg (M192) v 5. hodině kultivace. Bg (M192) adherující a 
rozpouštějící membránu buňky a volně v cytoplazmě. TEM. 36 328x  
4.1.5 Metoda negativního barvení
Na mikrospických snímcích z elektronové mikroskopie jsme měli možnost 
pozorovat buňky HL-60 s výběžky, které vysílaly v obraně proti Borrelia a také 
Borrelia obalené výběžky buněk HL-60 (Obr. 30), které pravděpodobně strhla svým 
intenzivním pohybem kolem buněk.
Obr. 30: Bg (M192) v 5. hodině kultivace s buňkami HL-60. Bg (M192) obalená 
výběžky buněk HL-60. TEM. 72 327x  
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4.1.6 PCR
U vzorku č. 5 (HL-60 a Bg M192) jsme zjišťovali pomocí PCR za použití LD a 
OspA2 primerů přítomnost  Borrelia po kultivaci v kultuře. Náš vzorek a všechny 
pozitivní kontroly reagovaly s LD primery, které označují jejich příslušnost ke druhům 
Borrelia způsobující lymeskou borreliózu. Produkt měl velikost cca 350 bp, což 
přibližně odpovídá údajům v literatuře, která udává velikost produktu 357 bp (Marconi 
a Garon 1992). S OspA2 primery reagoval pouze kmen Borrelia burgorferi sensu 
stricto B31, velikost produktu taktéž odpovídá údaji uvedeném v literatuře, tedy 445 bp 
(Manak et al. 1997). S našimi evropskými kmeny Borrelia afzelii Kc90 (pozitivní 
kontrola) a Borrelia garinii M192 (vzorek) primer OspA2 nereaguje. Ověřili jsme 
přítomnost Borrelia v médiu, není tedy na konci kultivace zničena. 
Obr. 31: Elektroforetická analýza produktů PCR při ověřování přítomnosti  Borrelia po 
kultivaci v kultuře. (1-3: pozitivní kontroly kmenů Borrelia burgdorferi sensu stricto  
B31 a Borrelia afzelii Kc90; 4: Wide range DNA Marker, D7058 (10000 bp, 8000 bp, 
6000bp, 4000 bp, 3000 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1400 bp, 1000 bp, 750 bp, 500 bp, 400 
bp, 300 bp, 200 bp, 100 bp, 50 bp); 5: testovaný vzorek (HL-60 a Bg M192), 6-9: 
negativní kontroly).
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4.2 Interakce  Borrelia sp.   s monocyty 
4.2.1 Pozorování nativních preparátů v zástinu
Ve 3. a 5. hodině kultivace jak po infekci monocytů DH82 kmenem Bbss (B31), 
tak po infekci monocytů P388D1 kmenem Bg (M192), byly pozorovány podobné 
reakce. Ve 3. hodině kultivace jsme pozorovali živé pohyblivé spirochéty, volně mezi 
buňkami i ve shluku kolem buněk narážející jedním koncem těla na membránu buňky. 
Zaznamenali jsme, že jednotlivé buňky změnily svůj tvar, začaly se v důsledku infekce 
zvětšovat a byly pozorovatelné puchýřky na povrchu buněk, pod kterými byly 
pozorovatelné internalizované spirochéty (Obr. 33). Zvětšené buňky se začaly v obraně 
proti infekci shlukovat (Obr. 32, Obr. 34).
V 5. hodině kultivace po infekci byly Borrelia živé, ale méně pohyblivé. Dále 
jsme pozorovali syncytia buněk, které vznikly po jejich předchozím shluknutí a 
rozpuštěním povrchových membrán mezi nimi (Obr. 35, Obr. 36, Obr. 37, Obr. 38).
Tvorba menších shluků v případě monocytů DH82, byla zřejmě způsobena 
menším počtem buněk v kultuře, protože rostou pomaleji. Jinak byly interakce DH82 s 
Bbss (B31) a P388 s Bg (M192) srovnatelné a na virulenci kmene nezáleželo.
Obr. 32: Monocyty P388D1 a Bg (M192) ve 3. hodině kultivace. Shluk monocytů a 
Borrelia kolem. Nativní preparát - temné pole. 400x
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Obr. 33: Monocyt DH82 s puchýřky na povrchu a Bbss (B31) ve 3. hodině kultivace. 
Nativní preparát - temné pole. 400x
Obr. 34: Shluk monocytů DH82 s Bbss (B31) narážející jedním koncem těla na 
membrány buněk ve 3. hodině kultivace. Nativní preparát - temné pole. 400x
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Obr. 35: Syncytium monocytů P388D1 a Bg (M192) kolem v 5. hodině kultivace. 
Nativní preparát - temné pole. 400x
Obr. 36: Shluk monocytů DH82 a Bbss (B31) kolem v 5. hodině kultivace. Nativní 
preparát - temné pole. 400x
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Obr. 37: Syncytium monocytů DH82 a jedna přiložená buňka v 5. hodině kultivace s 
Bbss (B31). Nativní preparát - temné pole. 400x
Obr. 38: Syncytium monocytů DH82 v podobě plaku v 5. hodině kultivace s Bbss 
(B31). Nativní preparát - temné pole. 400x
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4.2.2 Preparáty obarvené dle Wrighta-Giemsy
Při pozorování preparátů obarvených dle Wrighta-Giemsy byly ve 3. i v 5. 
hodině kultivace u obou kmenů pozorovány soubory buněk nalepených na sebe ve 
shlucích, mladé i staré s rozpadlými jádry (Obr. 40) s Borrelia adherovanými na jejich 
povrch i mezi buňkami (Obr. 39).
Obr. 39: Mladé i staré monocyty P388D1 s rozpadlým jádrem kultivované s Bg (M192) 
ve 3. hodině. Jedna buňka zcela infikovaná Borrelia. Barvení dle Wrighta-Giemsy. 
1000x
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Obr. 40: Shluk mladých i starých monocytů P388D1 s rozpadlým jádrem s Bg (M192) 
v 5. hodině kultivace. Barvení dle Wrighta-Giemsy. 1000x
Obr. 41: Shluk monocytů P388D1 s Bg (M192) v 5. hodině kultivace. Barvení dle 
Wrighta-Giemsy. (Poznámka: fotografováno s modrým filtrem.) 400x
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Obr. 42: Shluk monocytů DH82 s Bbss (B31) v 5. hodině kultivace. Barvení dle 
Wrighta-Giemsy. (Poznámka: fotografováno s modrým filtrem) 400x
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4.3 Kultivace  Anaplasma phagocytophilum   na buňkách HL-60 
Kultivace  A. phagocytophilum z plazmy psa byla úspěšná. Buňky HL-60 byly 
slabě infikované, moruly uvnitř buněk byly prokazatelné již 4. den kultivace po infekci. 
Infekce buněk  A. phagocytophilum se udržela i v druhé pasáži. Počty buněk HL-60 a 
jejich životnosti na počátku a na konci kultivace udává tabulka 4.
Tabulka 4: Přehled počtů buněk HL-60 a jejich životnosti na počátku a na konci 
kultivace Anaplasma phagocytophilum.
Vzorek
Počet buněk na počátku 
kultivace (buňky/ml),
životnost (%) 
Počet buněk na konci 
kultivace (buňky/ml),
životnost (%)
PK 0,2.106, 84% 1,2.106, 78%
2PA 0,1.106, 81% 1,0.106, 86%
2PB 0,1.106, 76% 0,9.106, 87%
4.3.1 Preparáty obarvené dle Wrighta-Giemsy
V obarvených preparátech jsme měli možnost sledovat typické moruly 
intracelulárně v cytoplazmě buněk. V některých případech i extracelulárně nasedající na 
povrch buněk. V některých buňkách bylo pozorováno několik menších morul v 
cytoplazmě (Obr. 43) a v některých dalších jedna velká morula plná bakterií umístěna 
na periferii buňky (Obr. 44).
Obr. 43: Růžovofialové moruly rozeseté v cytoplazmě buňky HL-60 (původní kultura). 
Barvení dle Wrighta-Giemsy. 1000x 
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Obr. 44: Velká morula s bakteriemi uvnitř umístěná pod jádrem buňky, zřejmě těsně 
před uvolněním obsahu i s bakteriemi do okolí (2. pasáž). Barvení dle Wrighta-Giemsy. 
1000x 
4.3.2 Transmisní elektronová mikroskopie
Na snímcích z transmisní elektronové mikroskopie jsme pozorovali drobné 
kokobacily (A. phagocytophilum) adherující na povrch buněk HL-60 a také větší počet 
bakterií situovaných intracelulárně uvnitř vakuoly ohraničené membránou.
Obr. 45:  A. phagocytophilum adherovaná na povrch buňky HL-60. TEM. 14 326x 
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Obr. 46: A. phagocytophilum uvnitř morul ohraničených membránou. TEM. 29 326x 
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5. Diskuze
5.1 Interakce  Borrelia sp.   s buňkami HL-60 a monocyty 
V literatuře, která se zabývá interakcemi Borrelia s buňkami, ať už s neutrofily 
či monocyty, jsem se setkala s tím, že autoři používali leukocyty izolované přímo z krve 
dárců (např.: Rittig et al. 1992, Hulínská et al. 1995, Rittig et al. 1998, Linder et al.  
2001, Montgomery et al. 2002, Tuominen-Gustafsson et al. 2006, Moore et al. 2007, 
Cruz et al. 2008). My jsme při našich experimentech používali ověřené tkáňové kultury 
buněk HL-60, P388D1 a DH82. Výhodou těchto tkáňových kultur byla možnost přesně 
definovat podmínky, za kterých se kultivace prováděly a změny v kultuře buněk byly 
odrazem působení patogena.
5.1.1 Nalezení optimálního času odběru infikované buněčné kultury
V našich experimentech jsme se rozhodli odebírat vzorky z kultury ve 3. a 5. 
hodině kultivace buněk po infekci příslušným kmenem Borrelia, abychom zajistili 
plnou životaschopnost a pohyblivost Borrelia a mohli pozorovat jejich vliv na strukturu 
a morfologii buněk. 
Při pilotních pokusech jsme se snažili najít optimální čas odběru po infekci 
buněk, tak abychom udrželi dobrou kondici jak buněk, tak Borrelia, abychom mohli 
zajistit relevantní výsledky. Hlavně jsme se soustředili na životnost Borrelia, protože ty 
byly během infekce přeneseny do odlišných podmínek, do jiného média, jiné kultivační 
teploty a byly vystaveny působením buněk. V literartuře jsem se setkala s různými  časy 
odběrů. Při zkoumání fagocytózy byly odběry obvykle prováděny do 2 hodin od 
infekce. Například v 5., 10., 30., 60., 120. minutě (Hulínská et al. 1995); 5., 10., 20., 
30., 60., 90. minutě (Tuominen-Gustafsson et al. 2006) a 10., 20., 40., 60., 90., 120., 
150. minutě (Al-Robaiy et al. 2005). Cruz et al. (2008) prováděli odběry při detekci 
apoptózy ve 4. hodině, při pozorování změn struktury chromatinu buněk v 6. hodině a 
pro anylýzu povrchových molekul buněk průtkovou cytometrií v 8. hodině kultivace.
My jsme zkoušeli provádět odběry v 1., 2., 3., 5., 6., 12. a 24. hodině. V 1., 2. a 
3. hodině kultivace byla pozorování velice podobná a k výrazným změnám v kultuře 
nedošlo. Borrelia byly živé, pohyblivé, spíše volně mezi buňkami, ojediněle i ve shluku 
kolem buněk narážející jedním koncem těla na membránu buňky. V 5. a 6. hodině 
kultivace byly pozorovány živé Borrelia, ale některé již méně pohyblivé a ojediněle se 
začaly objevovat i mrtví jedinci. Ve 12. hodině byly pozorovány občas mrtvé, ale i živé 
Borrelia, ale se sníženou pohyblivostí a ve 24. hodině byl výsledek podobný. Také se 
začaly utvářet shluky Borrelia a zřejmě začaly vznikat cysty. Postupné snižování 
rychlosti pohybu Borrelia zřejmě nebylo zapříčiněno odlišným médiem. Borrelia byly 
přeneseny v 0,5 ml BSK-H média do 4,5 ml média RPMI či DMEM s buňkami, tedy 
obsah média používaného pro kultivaci Borrelia byl zhruba 10%. Spíše mělo na stav 
kultury vliv působení buněk a jejich lytických enzymů granul buněk HL-60. Svou roli 
zřejmě také sehrála různá kultivační teplota. Borrelia byly před infekcí kultivovány při 
teplotě o 3 °C nižší než buňky (34°C). 
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5.1.2 Interakce  Borrelia sp.   s buňkami HL-60 
Vzhledem k tomu, že se mi nepodařilo najít v literatuře údaje přímo o 
interakcích buněk HL-60 s Borrelia sp., porovnávala jsem náš experiment s podobnými 
pracemi, kde byly provedeny experimenty s jinými buňkami jako jsou například 
neutrofily (Hulínská et al. 1995, Tuominen-Gustafsson et al. 2006), směs neutrofilů a 
monocytů z plné krve (Al-Robaiy et al. 2005, Cruz et al. 2008) či s použitím jiných 
technik jako jsou fluorescenční značení a průtoková cytometrie (Al-Robaiy et al. 2005, 
Tuominen-Gustafsson et al. 2006, Cruz et al. 2008).
Podle Gallagher et al. (1979) je pouze 5-10% buněk HL-60 v neindukované 
kultuře schopno fagocytózy, ale Collins et al. (1978) zjistili, že nízká koncentrace 
DMSO v médiu zvyšuje jejich schopnost fagocytózy a indukuje v buňkách HL-60 
granulocytární diferenciaci. Buňky HL-60, se kterými jsme pracovali, byly zamraženy v 
médiu s 10% DMSO. Po rozmrazení byly sice od DMSO proprány, ale malé množství v 
médiu zůstalo a to působilo na buňky HL-60 jako induktor granulocytární diferenciace. 
V našich expreimentech jsme se nepotýkali s nedostatečnou mírou fagocytózy, ale s 
faktem, že se jedná o heterogenní kulturu buněk s různým zastoupením mladých a 
starších buněk, do kterých Borrelia různě pronikají v zavislosti na velikosti Borrelia a 
buňky. Borrelia se vyskytovaly většinou ve starších či poškozených buňkách, protože 
byly větší a měly dostatek cytoplazmy, do které by Borrelia pronikla. V mladých 
buňkách se Borrelia nevyskytovaly, protože buňky byly malé, měly málo cytoplazmy a 
velké jádro. Proto si myslíme, že buňky HL-60 nejsou vhodné k účinné eradikaci 
Borrelia ani pro jejich intracelulárnímu přežívaní. Je třeba mít na paměti, že to jsou 
leukemické myeloblastické buňky a jsou to prekurzory v krevní vývojové linii všech 
granulocytů, včetně neutrofilů. Jejich reakce jsou odlišné od reakcí buněk plně 
diferencovaných, které jsou k profesionální fagocytóze a eradikaci infekčního agens 
vybaveny lépe. 
 U většiny starších buněk jsme zaznamenali živé, nepoškozené Borrelia volně v 
cytoplazmě, které zde aktivně pronikly svým pohybem, pomocí coiling fagocytózy, jak 
ji nazval Rittig et al. (1998). Borrelia se jevily nepoškozené, protože při coiling 
fagocytóze byly Borrelia obklopeny cytoplazmatickou membránou, která je chránila 
před degradací lytickými enzymy buněk (Rittig et. al. 1998). Podobný jev byl 
pozorován i dříve při experimentech studujících morfologii neutrofilů během 
fagocytózy Borrelia, kdy byly zaznamenány Borrelia volně v cytoplazmě neutrofilů 
neohraničené membránou fagozómu, což by mohl být jeden z možných mechanizmů 
intracelulárního přežití a dlouhodobé perzistence v organizmu (Hulínská et al. 1995). 
Podle snímků z elektronové mikroskopie můžeme usuzovat, že Borrelia 
pravděpodobně může proniknout do cytoplazmy rozpouštěním cytoplazmatické 
membrány buněk HL-60 pomocí enzymů, které Borrelia tvoří. Mohlo by se jednat o 
enzymy kyselou fosfatázu, esterázu (C4), lipázu (C8), leucinarylamidázu a 
fosfohydrolázu. Jejich produkci prokázali Heroldová et al. (2001) u všech jimi 
testovaných kmenů Borrelia burgdorferi sensu lato.  
Schopnost Borrelia obalovat se výběžky buněk, které buňka vysílá v obraně 
proti infekci, by mohla zřejmě být určitá strategie úniku těchto patogenů před 
rozpoznáním imunitním systémem. Stejně tak se Borrelia dokáží obalovat hostitelskými 
proteiny jako jsou imunoglobuliny (Dorward et al. 1992), BMP-2, kolagen I, kolagen 
III, kolagen IV, fibronektin, laminin a plazmin (Hallström et al. 2010). Navázání těchto 
proteinů by mohlo Borrelia usnadnit adhezi a diseminaci do tkání hostitelského 
organizmu v časné fázi infekce (Hallström et al. 2010).
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5.1.3 Interakce  Borrelia sp.   s monocyty 
Při reakci monocytů na Borrelia byl pozorován silný cytopatický efekt. Na 
povrchu monocytů, které pohltily spirochéty se tvořily puchýřky. Monocyty se v obraně 
proti infekci shlukovaly do větších agregátů. Tvořily syncytia, do kterých spirochéty 
pronikaly. Na obarvených preparátech jsme také mohli pozorovat fragmentovaná jádra 
některých buněk a jejich shluky. Je možné, že infekce Borrelia v monocytech 
indukovala apoptózu, protože naše pozorování je podobné s tím, co pozorovali na 
monocytech Cruz et al. (2008) při svých exprimentech, ovšem Cruz et al. (2008) se 
nezmiňují o vzniku agregátů a syncytií monocytů. Prokázali, že fagocytóza živých či 
nelyzovaných nepohyblivých spirochét s intaktním buněčným povrchem indukuje 
programovanou buněčnou smrt v monocytech, ale že nelyzované nepohyblivé 
spirochéty indukují nižší tvorbu prozánětlivých cytokinů než živé spirochéty. Projevy 
apoptózy byly podobné těm, které jsme zaznamenali my, tedy tvorba puchýřků na 
povrchu monocytů: v jejich případě při pozorování ve fázovém kontrastu, v našem 
případě v temném poli, kondenzace a fragmentace jádra: v jejich případě fluorescenčně 
značené, v našem případě barevné preparáty. Je tedy pravděpodobné, že cytosolické 
signály indukované fagocytovanými Borrelia se podílejí na aktivaci kaspázy-1 (Cruz et  
al. 2008). Kaspáza-1 se účastní apoptózy a vzniku zánětu. Je to cysteinproteáza, která se 
podílí na přeměně prekurzoru IL-1β na jeho aktivní formu (Thornberry et al. 1992). My 
jsme sice během našich experimentů apoptózu neprokazovali, je ale možné, že k 
podobnému fenoménu došlo i v našem případě. Vzhledem k tomu, že fagocytóza 
spirochét indukuje kromě jiného také zvýšenou transkripci genů pro zánětlivé cytokiny 
TNFα, IL-6, IL-1β, je tedy pravděpodobné, že fagocytované spirochéty mohou 
indukovat programovanou buněčnou smrt stejně jako buněčnou aktivaci (Cruz et al. 
2008).
Je otázka, zda je patogenem indukovaná apoptóza užitečná nebo škodlivá. 
Monocyty (makrofágy) jsou buňky nejvíce zastoupené ve tkáních infikovaných 
Borrelia (Salazar et al. 2003) a jsou rozhodující pro odstranění spirochét z místa 
infekce. Cruz et al. (2008) se domnívají, že apoptóza monocytů po pohlcení spirochét 
může být sebevražedná strategie pro přežití a diseminaci bakterií, které se vyhnou 
pohlcení. Na druhou stranu apoptóza zmírňuje zánětlivou odpověď hostitele a snižuje 
poškození způsobené prozánětlivými bakteriálními složkami (Cruz et al. 2008).
Námi pozorované shluky či syncytia mohou být v těle hostitele nebezpečné, 
protože mohou ucpávat cévy, způsobovat vaskulitidu a trombotické stavy.
5.1.4 Porovnání interakcí  Borrelia sp.  s buňkami HL-60 a monocyty  
Zjistili jsme, že v případě našich experimentů s největší pravděpodobností záleží 
na virulenci kmene, kterým byly buněčné kultury infikovány. V případě infekce buněk 
HL-60 nevirulentním kmenem Bbss (B31) byla snadněji fagocytována buňkami HL-60 
než silně virulentní kmen Bg (M192). Při infekci monocytů P388D1 kmenem Bg 
(M192) byla pozorována tendence vytvářet větší agregáty, kdežto při infekci monocytů 
DH82 byly agregáty menší. Tato skutečnost mohla být ovšem způsobena menším 
počtem buněk v kultuře monocytů DH82 infikovaných Bg (M192), protože monocyty 
DH82 rostou pomaleji než P388D1.
Výsledky jiných prací zabývající se vztahem virulence a rezistence k fagocytóze 
jsou rozporuplné. Georgilis et al. (1991) na základě mikroskopického hodnocení 
pozorovali, že virulentní nízkopasážované kmeny Borrelia mají vyšší obranyschopnost 
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a jsou více odolné vůči fagocytóze než stejné kmeny mnohokrát pasážované, které již 
ztratili svou virulenci. Na druhou stranu, na základě analýzy pomocí průtokové 
cytometrie s různými kmeny Borrelia burgdorferi bylo zjištěno, že na míře pasážování 
nezáleží (Al-Robaiy et al. 2005). Oba expreimenty byly provedeny s plnou krví, naproti 
tomu Tuominen-Gustafsson et al. (2006) používali izolované neutrofily z krve dárců, 
které infikovali kmenem Bbss (B31) s různou mírou pasážování, poté analyzovali 
průtokovou cytometrií a zjistili, že kmen s vysokou pasáží aktivoval neutrofily zřetelně 
více než kmen s nízkou pasáží. Přičemž u kmene s vysokou pasáží prokázali ztrátu 
plazmidu lp25, která mohla ovlivňit schopnost Borrelia odolávat fagocytóze 
(Tuominen-Gustafsson et al. 2008). Oproti tomu Al-Robaiy et al. (2005) tvrdí, že ztráta 
plazmidů lp25, lp28-1 a s tím spojené pravděpodobné změny povrchových proteinů 
nemají vliv na rezistenci Borrelia vůči fagocytóze. Při jejich experimentech byly 
všechny kmeny postrádající plazmidy lp25 a lp28-1 fagocytovány stejnou měrou jako 
divoký kmen (Al-Robaiy et al. 2005). 
Hlavní rozdíly, které jsme pozorovali mezi interakcemi buněk HL-60 a 
monocyty s Borrelia sp. jsou následující. Borrelia proniká do jednotlivých, spíše starých 
buněk HL-60 a ty se v důsledku infekce neshlukují, kdežto monocyty se v důsledku 
infekce se shlukují do velkých agregátů, vznikají syncytia a buňky postupně podléhají 
nekróze.
5.2 Kultivace  Anaplasma phagocytophilum   na buňkách HL-60 
Mým cílem bylo se naučit kultivovat A. phagocytophilum z přírodního materiálu, 
protože tyto kultivace jsou vzhledem k náročnosti na kontaminaci obtížné. V České 
republice se teprve nedávno podařilo poprvé izolovat tohoto patogena z koně (Hulínská 
et al. 2002), z pacientů (Hulínská et al. 2009) a ze psa (osobní sdělení, Hulínská, 
nepublikováno). 
Jednou z možností kultivace, kterou jsme si vybrali, je kultivace  
A. phagocytophilum na buňkách HL-60, kterou uvádí např. Borjesson (2008). Přesný 
postup, který jsme při kultivaci použili je uveden v kapitole 3. Materiál a metody. 
Při infekci buněk HL-60 klinickými vzorky byly první moruly obvykle 
pozorovatelné 5. den po infekci. V našem případě po infekci buněk HL-60 plazmou psa 
jsme pozorovali první moruly již 4. den po infekci (viz. Obr. 43). Jak zjistil Borjesson 
(2008), míra infekce  A. phagocytophilum z klinických vzorků je různá, po dvou 
týdnech kultivace může být až 90%, ale také méně než 5%. Při silné infekci může 12. - 
14. den dojít k lyzi buněk zřejmě v důsledku indukce apoptózy a cytotoxického účinku 
A. phagocytophilum na buňky HL-60. Tento jev jsme ovšem nepozorovali, protože jsme 
ve 2.-3. pasáži kultury zafixovali či zmrazili pro pozdější použití (Borjesson 2008). 
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6. Souhrn
Má diplomová práce měla dva cíle. Jedním z nich bylo studovat morfologické 
změny během interakcí původců lymeské borreliózy (B. burgdorferi sensu stricto B31,  
B. garinii M192) s ověřenými tkáňovými kulturami buněk HL-60 a monocyty (DH82, 
P388D1) in vitro s využitím světelné a elektronové mikroskopie. Druhým cílem bylo 
osvojit si postup kultivace Anaplasma phagocytophilum na buňkách HL-60 z přírodního 
materiálu a metody detekce tohoto patogena pomocí světelné a elektronové 
mikroskopie.
Myslím si, že cíle práce byly splněny a nabyla jsem plno cenných zkušeností a 
rad pro budoucí praxi.
V diplomové práci bylo dosaženo těchto výsledků:
1)  Buňky HL-60 nejsou vhodné k účinné eradikaci Borrelia, ani k jejich intracelulární 
přežívání. 
2)  Nevirulentní kmen Borrelia burgdorferi sensu stricto B31 více aktivuje buňky než 
virulentní kmen Borrelia garinii M192.
3)  Borrelia zřejmě umí proniknout do buňky přímo pomocí enzymatického rozpouštění 
cytoplazmatické membrány.
4)  Borrelia jsou schopny obalovat se výběžky buněk.
5)  Při kultivaci Borrelia sp. in vitro s monocyty způsobuje Borrelia jejich shlukování a 
tvorbu syncytií.
6)  Je možné, že je Borrelia schopná v buňkách HL-60 i monocytech indukovat 
apoptózu.
7)  Úspěšně jsme kultivovali Anaplasma phagocytophilum na buňkách HL-60 ze vzorku 
plazmy psa.
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